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ÍNDICE GENERAL V

5. Efectos del solvente sobre propiedades magnéticas de fragmentos de
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Resumen

Este trabajo de tesis se concentró en el estudio de la influencia que pudiera tener el

apilamiento o stacking sobre las propiedades magnéticas de átomos pertenecientes a

los pares adenina-timina y guanina-citosina en pequeños fragmentos de ADN. Se usa-

ron como sondas los parámetros espectroscópicos de la resonancia magnética nuclear,

los que se encuentran entre las herramientas más útiles para evaluar la transmisión

de interacciones magnéticas en moléculas.

Los estudios teóricos realizados incluyen diferentes niveles de teoŕıa y metodo-

loǵıas. Entre los primeros se hallan la teoŕıa del funcional de la densidad (DFT),

propagadores de polarización al segundo orden de aproximación (SOPPA) y dinámi-

ca molecular (DM), combinados con varios tipos de conjuntos de base de funciones.

Éstos fueron complementados con el uso del esquema de bases localmente densas

(LDBS) considerando el gran tamaño de los sistemas. Para los casos en que se evaluó

el efecto del solvente, se emplearon modelos de solvente impĺıcito, expĺıcito y una

combinación de ambos.

Se encontró que el apilamiento de un número reducido de pares de bases de

Watson-Crick por arriba y por debajo de un par determinado, modifica sus paráme-

tros espectrocópicos de RMN en una magnitud susceptible de ser observada experi-

mentalmente.

En vaćıo, puede verificarse que los apantallamientos magnéticos son más sensi-

bles que los acoplamientos indirectos J , a la vez que ciertos átomos son más sen-

sibles que otros. El apilamiento de bases afecta el apantallamiento de átomos dife-

rentes al hidrógeno como nitrógenos, que se comportan como donadores en enlaces
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Resumen VII

de hidrógeno, EH, y los carbonos unidos a ellos. El porcentaje de variación de esos

apantallamientos alcanza entre un 2 % y un 5 %, cuando los pares se consideran ais-

lados y luego en el centro de un pequeño fragmento de ADN. Tal variación se vuelve

muy pequeña cuando el par se compara entre fragmentos, mostrando que el efecto de

apilamiento de bases sobre los parámetros estudiados tiene una naturaleza local.

La dependencia de los apantallamientos magnéticos respecto de los efectos del

apilado de bases sigue un patrón de comportamiento bien definido: a) átomos equiva-

lentes de monómeros similares (timina y adenina, o guanina y citosina) tienen valores

similares de apantallamientos absolutos en pares aislados, y la proporción de cambio

desde el sistema aislado al fragmento es también similar; b) los átomos de hidrógeno

que pertenecen a enlaces de hidrógeno son más sensibles al apilamiento que aquellos

diferentes a hidrógeno.

En presencia de agua como solvente, los resultados más interesantes aparecen al

emplear un modelo de solvente expĺıcito. Se evaluaron los efectos que produce el

apilamiento de bases sobre los parámetros espectroscópicos de la RMN pero bajo la

influencia de moléculas de agua rodeando a los sistemas estudiados.

En el caso de los apantallamientos magnéticos, por un lado se determinó que

el solvente puede modificar sus valores respecto al vaćıo sin modificación del efecto

que produce el apilamiento. Por otro lado, existen casos en los que el solvente tam-

bién puede modificar la conducta del efecto producido por el apilamiento sobre el

apantallamiento.

La evaluación de los acoplamientos indirectos J se realizó sobre núcleos que per-

tenecen a un mismo par de bases y sobre núcleos que pertenecen a dos pares de bases

que se encuentran apiladas. En el primer caso, la inclusión del solvente expĺıcito afecta

los acoplamientos pertenecientes al par utilizado como testigo para todos los sistemas

cuando se los compara con el vaćıo. Pero además, el análisis del apilamiento de bases

revela que la presencia del solvente potencia su efecto sobre los acoplamientos. En el

segundo caso se observó que el efecto de la interacción de apilamiento puede experi-

mentar variaciones debidas a la adición de pares de bases nitrogenadas por encima
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y por debajo del par elegido como testigo al evaluarlo en vaćıo, y el acoplamiento J

demuestra ser un parámetro sensible a estas variaciones. Por su lado, la presencia del

solvente expĺıcito también produce cambios que pueden verse reflejados en los valores

de acoplamiento, no sólo para cada sistema en particular comparado con los valores

en vaćıo, sino también durante el proceso de adición de pares de bases, es decir, el

solvente también ejerce una influencia sobre el efecto de apilamiento.



Introducción

Las interacciones no covalentes juegan un rol muy importante en la determina-

ción de la estructura de biomacromoléculas como el ADN y las proteinas, y son las

responsables de los procesos de reconocimiento molecular. En el ADN las principales

interacciones electrónicas actúan a través de enlaces de hidrógeno, EH, a lo largo del

plano de los pares de bases nitrogenadas o perpendiculares a él, a través de inter-

acciones de apilamiento o stacking. Estas últimas están relacionadas a interacciones

π-π y a aquellas conocidas como “interacciones diagonales”. Teniendo en cuenta que

la interacción de apilamiento en el ADN es más frecuente que el EH, se considera

que tanto el apilamiento como el EH contribuyen de manera comparable a la estabi-

lidad del ADN. [1] Sin embargo, Rezáč y Hobza demostraron que cuando se considera

la estabilidad del ADN desenrollado, esta situación cambia. En este caso se debe

considerar el rol del entorno acuoso. Dado que los momentos dipolares de guanina,

citosina y timina son elevados, la exposición de estas bases a las moléculas de agua

aporta un componente de estabilización. Esta enerǵıa de hidratación es más impor-

tante que aquella aportada por la complementariedad de bases de Watson-Crick. En

consecuencia, la estabilidad del ADN se origina principalmente en las interacciones

de apilamiento, y los EH contribuyen menos. [2] Dado que la estructura primaria del

ADN es qúımicamente monótona, es común asumir que el apilamiento de bases es

el factor dominante en la variabilidad conformacional del B-ADN. El apilamiento es

responsable de gran parte de la dependencia con la secuencia que posee la estructura,

la dinámica y la estabilidad de ácidos nucleicos. [3]

Gran cantidad de esfuerzos fueron dirigidos a entender mejor a estos tres tipos

1



Introducción 2

de interacciones: EH, interacciones π-π e interacciones diagonales. Se realizaron es-

tudios a fin de determinar la fortaleza del EH, orientados a establecer el origen de la

estabilidad alcanzada por el EH en los pares adenina-timina del ADN [4], la funciona-

lidad del ángulo de rotación en la estructura [5], la estimación de las contribuciones

individuales de cada EH intermolecular en los pares adenina-timina (AT) y guanina-

citosina (GC) [6] y el rol de la enerǵıa de dispersión y la enerǵıa electrostática sobre

la geometŕıa y estabilidad de la doble hélice de B-ADN. [7]

En un trabajo sobre la importancia de la transferencia de carga y del EH asistido

por resonancia, RAHB, sobre la estabilización de pares de bases de Watson-Crick,

Fonseca y coautores encontraron que las interacciones electrostáticas y la transferen-

cia de carga tienen ambos una importancia similar, y que además los electrones de

tipo π proporcionan un componente adicional de estabilidad. [8] Ellos demostraron

que en lugar de la RAHB, es vital la naturaleza qúımica de la transferencia de car-

ga del EH junto con la interacción electrostática clásica, para el comportamiento y

estabilidad del ADN.

Por otro lado, las interacciones interbase o de apilamiento fueron estudiadas re-

cientemente para alcanzar un entendimiento más profundo de las fuerzas de apila-

miento necesarias para romper fragmentos de pares de bases del ADN dejando intactos

los enlaces de hidrógeno a nivel de pares individuales. [9] Estos estudios son de gran

interés debido a sus aplicaciones; por ejemplo, para tomar decisiones más informadas

en el diseño de dispositivos dinámicos basados en la nanoescala del ADN.

En una primera aproximación se puede describir al apilamiento de bases como una

combinación de tres contribuciones: la interacción electrostática, la atracción de la

dispersión de London y la repulsión de corto alcance. [10] Aunque todav́ıa se usan los

términos “apilamiento aromático” o “apilamiento π-π, se debe tener en cuenta que no

hay efectos espećıficos del apilamiento de bases asociados con los electrones π deslo-

calizados. La enerǵıa del apilamiento de bases se debe principalmente a la planaridad

de las bases que permite la maximización de la atracción de dispersión. [10–12]

Por su lado, Fonseca y colaboradores consideran que la fortaleza del apilado pue-
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de estar relacionada con las interacciones π-π [13] y “las interacciones diagonales”,

términos cruzados que aparecen entre una base perteneciente a un par y la base

opuesta perteneciente al par siguiente. [5] Se encontró que estos términos cruzados

son más importantes para secuencias ricas en pares GC que para aquellas secuencias

equivalentes ricas en pares AT. En otros estudios encontraron que la incorporación

de ciertas modificaciones en la estructura de tétradas de guanina (como la adición

de átomos de halógenos) mejora las interacciones de apilamiento de bases entre las

tétradas naturales y las modificadas, siendo esta interacción la principal responsable

en la modulación de la enerǵıa de unión total. [14,15]

Las primeras capas de agua alrededor del ADN son cŕıticas para su estructura

y función biológica. De hecho la deshidratación puede cambiar la estructura de la

forma t́ıpica dextrógira del B-ADN a la forma A (más corta y ancha) y la forma Z

(levógira). [16] Por otra parte, las interacciones de las cadenas de ADN con moléculas

pequeñas, protéınas y fármacos están mediadas por la estructura de solvatación, la

cual forma una barrera de activación para los procesos biológicos esenciales, entre

ellos la transcripción del ADN que involucra a biomoléculas que se unen al ADN

desplazando la capa de solvatación. [17–19] Por lo tanto, claramente el agua es un

componente activo de la arquitectura biológica [20] y no solamente un solvente.

En lo que refiere a estudios teóricos del ADN con moléculas de agua, se pueden

encontrar por un lado aquellos destinados a determinar la dinámica de las moléculas

de agua en la vecindad del ADN, llevada a cabo mediante métodos clásicos; y por

otro lado aquellos destinados a determinar los efectos del solvente sobre la estructura

electrónica del ADN, mediante métodos de la qúımica cuántica. En el primer caso, las

simulaciones de dinámica molecular mostraron recientemente que existe un amplio

rango de dinámicas de las moléculas de agua, y se identificaron moléculas con muy

baja movilidad en el surco menor del ADN, lo que es consistente con las observaciones

realizadas a través de rayos x. [21] En el segundo caso, se encontró que existe una gran

dependencia de la replicación del ADN con el apilamiento π y la presencia de agua

como solvente. [22–25] En estos trabajos se detalla la importancia de la función que
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desempeñan los EH, los efectos del solvente, los ángulos de giro y las interacciones de

apilamiento en la estabilidad de pares de bases complementarias y no complementa-

rias. En trabajos similares se llevaron a cabo estudios de la estabilidad de pares de

bases no naturales del ADN. [26–28]

La mayoŕıa de los estudios mencionados arriba están relacionados con las enerǵıas

electrónicas, distribuciones de cargas y propiedades electrónicas. Pero, ¿qué ocurre

con las propiedades magnéticas? ¿Las interacciones de apilamiento pueden ser ob-

servadas del mismo modo a través de los parámetros espectroscópicos de la RMN?

Uno de los objetivos de esta tesis fue darle respuesta a estas preguntas. Nos interesó

conocer la influencia general del apilamiento de pares de bases (hasta cinco pares)

sobre las propiedades magnéticas de un determinado par, tanto si se lo evalúa en

vaćıo como en presencia de un solvente. Es posible que exista una dependencia de

los apantallamientos magnéticos nucleares y de los acoplamientos indirectos J con

los efectos cooperativos sumados a aquellos de apilamiento y EH. También se realiza-

ron trabajos para responder a la presgunta sobre si las interacciones de apilamiento

pueden apoyar la aparición de efectos de cooperatividad transmitidos a través de los

fragmentos de ADN.

En ĺınea con ésto, se pretendió conocer si hay ciertos átomos, en un par de bases

pertenecientes a un pequeño fragmento de ADN, que sean más sensibles a la presencia

de los otros pares de bases en la cadena.

Durante las últimas décadas hubo un interés creciente en el estudio tanto de es-

tructura como de dinámica de moléculas de ADN empleando diferentes técnicas. La

RMN es una de las herramientas más potentes y de uso generalizado para este tipo de

estudios. Aproximadamente la mitad de las estructuras de ARN actuales fueron deter-

minadas mediante técnicas de RMN. [29,30] No solamente las estructuras sino también

los mecanismos electrónicos que subyacen a los parámetros espectroscópicos de la

RMN fueron y siguen siendo de gran interés. El trabajo seminal de Juranic y colabo-

radores, sobre la transmisión de acoplamientos J a través de enlaces de hidrógeno en

bases de ácidos nucleicos, abrió la puerta a nuevas aplicaciones de la RMN a molécu-
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las de ADN. [31,32] Ellos demostraron experimentalmente que los acoplamientos J a

través de EH, son sensibles a entornos extendidos conteniendo enlaces de hidrógeno,

como asi también los acoplamientos intra e intermoleculares en protéınas.

En cuanto al aspecto computacional de los parámetros de la RMN de bases del

ADN, Marek y coautores encontraron resultados teóricos que están en concordancia

con valores experimentales en isómeros de adenina usando teoŕıa del funcional de

la densidad (DFT). [33] Fiala y colaboradores hicieron estudios comparativos simila-

res sobre carbonos cuaternarios en moléculas de ARN. [34] Ellos encontraron que la

sensibilidad de los acoplamientos espin-espin al apareamiento de bases, aśı como la

concordancia de los valores calculados con los obtenidos experimentalmente, depen-

den fuertemente del tipo de núcleos que intervienen además del número de enlaces

que los separan. Por esa razón pueden ser usados para incorporar una nueva visión

sobre la naturaleza del EH. [35,36] Se realizaron estudios posteriores mostrando que los

corrimientos qúımicos teóricos son valiosos para la caracterización de la conformación

de ácidos nucleicos. [37]

El cálculo de los parámetros de la RMN ha contribuido de manera significativa

al entendimiento de las interacciones moleculares en bases del ADN y el ARN. [38]

Por otro lado, la inclusión de interaciones intermoleculares en los cálculos de corri-

mientos qúımicos de 15N proveen resultados que se ajustan muy bien a los valores

experimentales. [39,40] Al estudiar de manera sistemática las distancias de los enlaces

de hidrógeno en el par GC, se encontró que el apantallamiento del nitrógeno 15N

depende fuertemente de la distancia entre las bases. [41] Por lo tanto, los parámetros

espectroscópicos de la RMN también pueden suministrar información de las distancias

entre aceptor y donador del EH en ácidos nucleicos. [36]

En un estudio reciente sobre el efecto de sustituyentes en adenina-timina y adenina-

uracilo se encontró que, si bien se producen cambios en la fortaleza del enlace de

hidrógeno y en el apantallamiento del carbono 2 de adenina, estos dos efectos son

independientes y no están correlacionados. [42]

En lo que concierne a efectos cooperativos, hace algunos años se demostró que
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pueden surgir debido a EH en bases nucleicas cuando se consideran los d́ımeros [43], o

cuando los mónomeros están extendidos en configuraciones planares [44]; pero aún no

queda claro si tales efectos pueden también ser transmitidos a través de los arreglos

de la hélice de ácidos nucleicos.

En el grupo de F́ısica Atómica y Molecular del Instituto de Modelado e Innovación

Tecnológica (CONICET-UNNE) se obtuvieron nuevos entendimientos sobre los meca-

nismos electrónicos envueltos en las perturbaciones magnéticas que son transmitidas

a través de enlaces de hidrógeno. Se demostró que los apantallamientos magnéticos y

los acoplamientos indirectos J de sistemas que contienen EH, son influidos por las geo-

metŕıas y el grado de covalencia del enlace de hidrógeno aśı como la resonancia intra e

intermolecular, y no solamente sistemas con RAHB. [45] Por otra parte, estudiando al

malonaldeh́ıdo y algunos de sus derivados, determinamos cuáles son los mecanismos

de interacciones magnéticas que indican cuándo un sistema puede tener RAHB. [46]

Tamb́ıen se encontraron efectos cooperativos en propiedades magnéticas de cadenas

lineales de (CNH)n y (NCH)n a los niveles de aproximación DFT/B3LYP y SOP-

PA. [47] Además se encontraron efectos electrónicos de largo alcance (transmitidos a

través de unos pocos nanómetros) que pueden dar valores medibles de acoplamientos

J en sistemas insaturados. [48]

En el marco de esta tesis doctoral se intentó responder a las siguientes preguntas:

i) ¿Los parámetros espectroscópicos de la RMN son adecuados para medir la influen-

cia, sobre un determinado par de bases, del apilado de bases de Watson-Crick?; ii)

Siendo el EH y el apilamiento las principales fuerzas que gobiernan la estabilidad de

la hélice de ADN, ¿influyen de manera diferente sobre esos parámetros espectroscópi-

cos?; iii) ¿Cuáles son los átomos más sensibles, las regiones de cada par de bases y

los parámetros espectroscópicos que se deben considerar?; iv) ¿Cuáles son los efectos

que genera la inclusión del solvente sobre los parámetros espectroscópicos?; v)¿Cuál

es el modelo de solvente que mejor se adecua para describir su influencia sobre los

fragmentos de ADN que aqúı se estudian?

En los caṕıtulos 1 y 2 de la primera parte de esta tesis, se abordan los conceptos
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teóricos fundamentales sobre los que se sustentan los estudios desarrollados en la

segunda parte.

En el caṕıtulo 3 de la segunda parte de este trabajo, se exhiben resultados del em-

pleo del estado del arte de los funcionales de la DFT y métodos ab initio para calcular

los parámetros espectroscópicos de la RMN. Se validaron los funcionales B3LYP [49,50],

BHANDLYP [51], y KT2 [52] y KT3 [53] con los resultados obtenidos usando propaga-

dores de polarización al segundo orden de aproximación, SOPPA. [54–56] Los cálculos

a nivel SOPPA pueden realizarse solamente para monómeros usando conjuntos de

bases suficientemente grandes. Esta parte del trabajo se inició con el análisis de los

parámetros espectroscópicos de la RMN de los monómeros adenina y timina, y luego

se continuó con el estudio de los pares AT y GC. Se estudió también la ventaja de

aplicar esquemas de simplificación de cálculos y reducción de costos computacionales.

En el caṕıtulo 4 se incrementó la complejidad de los sistemas estudiados emplean-

do fragmentos de ADN con diferentes secuencias de pares de bases, según sean más

ricas en pares GC o en pares AT. A partir de ellos se determinó la influencia del

apilamiento de pares de bases por encima y por debajo de un par central sobre el

cual se realizaron determinaciones de los parámetros espectroscópicos de la RMN.

Además, al estar en juego interacciones de naturaleza no covalente, se requirió eva-

luar la performance de un funcional que incluya correcciones dispersivas, en este caso

el funcional B97-D. [57]

Con el objeto de investigar las condiciones del medio sobre las propiedades magnéti-

cas, en el caṕıtulo 5 se analizan los efectos de la presencia del solvente sobre los

parámetros espectroscópicos de la RMN en fragmentos de ADN. Se evaluaron los tres

modelos más comunes de inclusión de solvente: expĺıcito, impĺıcito y mixto. Además,

se estudió la influencia del solvente en el efecto de apilamiento sobre los parámetros

espectroscópicos. Al evaluar el acoplamiento indirecto J , se llevaron a cabo cálculos

que involucran núcleos pertenecientes a un solo par de bases, como aśı también a

núcleos que pertenecen a dos pares de bases consecutivos a través de la interacción

de apilamiento que los mantiene unidos.
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Caṕıtulo 1

Métodos de la Qúımica Cuántica

Para entender la qúımica es preciso entender el comportamiento de los electrones.

Se sabe que estos electrones pueden comportarse como ondas y que la ecuación de

Schrödinger proporciona la descripción correcta de las part́ıculas mecanocuánticas,

como el electrón. La estructura electrónica y las propiedades de cualquier molécula, en

cualquiera de sus estados estacionarios disponibles pueden determinarse, en principio,

mediante la solución de la ecuación de Schrödinger.

Debido a que la ecuación de Schrödinger no se puede resolver exactamente en siste-

mas cuánticos de muchos cuerpos como las moléculas o los átomos multielectrónicos,

fue necesario desarrollar una variedad de métodos matemáticos que hicieran posibles

soluciones computacionales aproximadas de dicha ecuación. Por lo tanto es preciso

hablar de diferentes modelos, niveles de teoŕıa y jerarqúıas de aproximaciones. [58]

Una consideración clave para la elección del modelo teórico en el que se basa

el estudio de un problema qúımico es el balance entre el costo computacional y la

precisión aceptable para el estudio por realizar. Ciertos métodos sólo son factibles

para moléculas pequeñas y pueden proporcionar resultados muy precisos, mientras

que para moléculas más grandes se deben emplear métodos menos precisos.

En este caṕıtulo se describen los modelos teóricos y los elementos que se tuvieron

en cuenta para el desarrollo de esta Tesis. Estas herramientas son las que hemos

aplicado para el estudio de las propiedades magnéticas en sistemas de gran tamaño

9
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teniendo en cuenta el balance entre costo computacional y precisión.

1.1. Aproximaciones a la función de onda exacta

En el área de la qúımica cuántica computacional se desarrollaron modelos estándar

para la construcción de funciones de onda electrónica aproximadas. Al nivel más sim-

ple, la función de onda se representa mediante un sólo determinante de Slater, como

es el caso de la aproximación de Hartree-Fock. [59] A un nivel más complejo, la función

de onda se puede representar mediante la superposición determinada variacionalmen-

te de todos los determinantes de Slater en el espacio de Fock de N part́ıculas. Entre

estos extremos, existe un extenso número de modelos intermedios y jerarqúıas de mo-

delos, permitiendo descripciones con costos y flexibilidad variadas. [58] Sin embargo,

ninguno de estos modelos es aplicable bajo todas las circunstancias y ninguno tiene

éxito en la incorporación adecuada de todas las propiedades que caracterizan el esta-

do electrónico exacto de un sistema. La elección del modelo más adecuado a emplear

también requiere tener en cuenta otros aspectos y elementos, como la necesidad de

incluir la correlación electrónica y la extensión de la base de funciones.

1.1.1. Correlación electrónica

El método de Hartree-Fock permite encontrar una función de onda para la cual

la posición de un electrón depende de las posiciones promediadas de los demás. La

realidad es que la posición de cada electrón depende de la posición concreta de todos

los demás en cada momento, es decir, que las posiciones están correlacionadas ins-

tantáneamente. Existen dos factores que contribuyen a la correlación electrónica: [60]

La correlación de Fermi o de intercambio: surge debido a la naturaleza fer-

miónica de los electrones. El principio de exclusión de Pauli implica que la

probabilidad de hallar dos fermiones en el mismo punto sea nula, por lo que la

continuidad de la función de onda obliga a que exista una zona alrededor de
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un electrón con una baja probabilidad de hallar otro electrón con igual esṕın

(hueco de Fermi).

La correlación de Coulomb: surge debido a la repulsión electrostática de los

electrones, y crea en torno a cada electrón otra zona de baja probabilidad de

hallar a algún otro electrón (hueco de Coulomb). Cuando se habla de correlación

electrónica simplemente, se suele referir a la correlación de Coulomb.

Al emplear un determinante de Slater, ya se está teniendo en cuenta ı́ntegramente

la correlación de intercambio. Sin embargo, no se tiene en cuenta la correlación de

Coulomb, por lo que la enerǵıa que se obtiene con el método HF siempre será superior

a la enerǵıa exacta del sistema. La enerǵıa obtenida con el método HF en el ĺımite de

una base infinita de funciones se conoce como ĺımite de Hartree-Fock, y a la diferencia

entre éste y la enerǵıa exacta se la denomina enerǵıa de correlación.

1.1.2. Conjuntos de bases de funciones

Un aspecto de relevancia en cualquier cálculo ab initio (cuando se eligen el nivel

teórico y el método de cálculo) es la elección del conjunto de base de funciones. Éste

debe ser lo suficientemente grande y flexible como para caracterizar bien los efectos

de la perturbación considerada y tener en cuenta la correlación electrónica. Sin em-

bargo, el tamaño del conjunto de bases está limitado en la práctica por los costos

computacionales. Por lo tanto, existe un compromiso entre el tamaño del conjun-

to de bases y su adecuación y calidad para un cálculo qúımico cuántico espećıfico.

Como se mostrará más adelante, este problema es especialmente importante en los

cálculos de la constante de acoplamiento entre espines. Según la aproximación CLOA

(combinación lineal de orbitales atómicos), [59] en un sistema molecular el conjunto

de esṕın-orbitales moleculares del determinante de Slater puede construirse a partir

de una combinación lineal de orbitales atómicos, o de forma más general, como com-

binación lineal de elementos de una base completa de funciones de forma algebraica

conocida.
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En una molécula la probabilidad de encontrar a un electrón en un determinado

punto del espacio es máxima en zonas cercanas a los núcleos y disminuye progresiva-

mente al alejarse de éstos. Para tener esto en cuenta a la hora de construir la función

de onda, se emplea un conjunto de funciones de base centradas en las posiciones nu-

cleares. [59] Este conjunto debeŕıa ser lo más completo posible con objeto de poder

reproducir de forma precisa cualquier función de onda. Una opción adecuada son los

orbitales tipo slater (STO): [61]

φζ,n,l,m(r, θ, ϕ) = NYl,m(θ, ϕ)rn−1e−ζr (1.1)

donde la parte angular está descripta por los armónicos esféricos Yl,m(θ, ϕ). Estos

orbitales reproducen de forma bastante fiel la distribución de los electrones en un

átomo, pero su uso es costoso computacionalmente a la hora de calcular integrales

bielectrónicas con tres y cuatro centros. En lugar de éstos, se emplean con frecuencia

los orbitales tipo gaussiano (GTO): [61]

φα,n,l,m(r, θ, ϕ) = NYl,m(θ, ϕ)r2n−2−le−αr
2

(1.2)

Éstos son mucho menos costosos computacionalmente comparados con los STO, pero

tienen la desventaja que no representan adecuadamente el comportamiento de los

electrones en regiones cercanas a los núcleos.

Para alcanzar un compromiso entre fidelidad en la representación de los electrones

y bajo costo computacional, se recurre a elaborar combinaciones lineales de GTOs

que simulen el comportamiento de un STO. Las bases de funciones más simples son

las bases STO-nGF, en las cuales los orbitales atómicos tipo Slater se aproximan

mediante n funciones de tipo gaussiano, es decir que cada orbital atómico se esta-

blece mediante una suma de n funciones de tipo gaussiano. [62,63] Los coeficientes de

las GTOs se eligen para que sus combinaciones lineales describan de modo aproxi-

mado orbitales tipo Slater. Este procedimiento incrementa el número de funciones

elementales de la base; sin embargo, las funciones de tipo gaussiano se ajustan mucho

mejor a los cálculos reales que las funciones de tipo Slater, y su uso reduce los costos
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computacionales.

La calidad del cálculo puede mejorarse aplicando conjuntos de funciones desdo-

blados, en los que los orbitales atómicos se componen de dos o más partes: una parte

interna (más compacta) y varias partes externas (más difusas). Cuando se construye

un orbital molecular en un procedimiento autoconsistente, los coeficientes de cada

parte del conjunto de funciones pueden variar independientemente. En conjuntos de

base de funciones de valencia dividida, solo los orbitales de valencia se dividen en

componentes compactos y difusos. Para aumentar la flexibilidad variacional se desa-

rrollan las llamadas bases de funciones n − ζ (doble-ζ , triple-ζ ), en las cuales la

parte radial de cada orbital se desdobla en n funciones. Una variante de éstas son

las bases de valencia desdoblada (o split-valence) en las cuales se emplea un orbital

formado por varias funciones gausianas primitivas contráıdas para cada electrón del

core, y para cada electrón de valencia el orbital se desdobla como una o varias fun-

ciones (formadas cada una por varias funciones gausianas contráıdas) y/o una o más

gausianas sin contraer. Estas bases suelen denotarse con el acrónimo k-abcG, donde

k es el número de GTO contráıdas para cada orbital del core (representados cada

uno por una sola función), y a, b y c indican cuántos GTO se contraen en cada una

de las varias funciones que se emplean para representar los orbitales de valencia. Por

ejemplo, en la base 3-21G cada electrón del core está representado por una función

que consta de tres GTO contráıdas, y cada electrón de valencia por dos funciones, una

formada por dos GTO contráıdas y otra por un único GTO. En la base 6-311G (que

pertenece a la familia de bases de funciones desarrolladas por Pople [64]), para cada

electrón del core, una función formada por seis GTO contráıdas; y para cada electrón

de valencia, tres funciones en la cual la primera consta de tres GTO contráıdas y la

segunda y tercera funciones son cada una un GTO, que se mantienen sin contraer (es

decir, sus coeficientes en la combinación lineal son ajustables variacionalmente). [65]

A estas bases se les pueden añadir más funciones. Por ejemplo, las llamadas fun-

ciones de polarización, que son funciones con un mayor valor del número cuántico

angular que el que les correspondeŕıa a cada átomo por su posición en la tabla periódi-
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ca, para modelar más adecuadamente el comportamiento de los orbitales afectados

por polarización (por ejemplo, por la presencia de algún catión cercano). También se

pueden incluir las llamadas funciones difusas, análogas a las de la base pero con me-

nores exponentes α (y por tanto más extendidas en el espacio) que permiten modelar

otros efectos como la expansión de la nube electrónica en el espacio de un anión. Las

funciones de polarización se denotan añadiendo los signos ∗ ó ∗∗ al final del acrónimo

de la base, y las difusas anteponiendo los signos + ó ++ a la letra G del mismo.

Se emplea un único ∗ ó + cuando las funciones se añaden sólo a los átomos pesados

(todos aquellos diferentes a los átomos de hidrógeno y helio), mientras que se emplean

∗∗ ó ++ se emplean para indicar que las funciones se añaden también a los átomos

de hidrógeno y helio.

Además de las bases de Pople, en este trabajo se emplearon conjuntos de bases de

funciones consistentes con la correlación desarrolladas por Dunning, [66] optimizadas

a nivel CISD (interacción de configuraciones con excitaciones simples y dobles) en

lugar de hacerlo mediante el método HF. Estas funciones son del tipo cc-pVXZ, don-

de “cc-p” indica “correlation-consistent polarized” (pues incluyen de manera sucesiva

funciones de polarización), “V” indica “valence-only” y X = T (triple), Q (cuádru-

ple), etc. Sus versiones aumentadas aug-cc-pVXZ incluyen funciones difusas a fin de

permitir la descripción de interacciones de largo alcance, como las fuerzas de van

der Waals. Las funciones del tipo cc-pCVXZ y aug-cc-pCVXZ, permiten una mejor

descripción de la correlación de electrones del core.

1.1.3. Conjunto de bases localmente densas

Cuando se consideran sistemas de gran tamaño, los cálculos teóricos tienen mu-

chas limitaciones computacionales. El escalamiento formal en los cálculos ab initio es

de (al menos) N4 de los recursos computacionales (siendo N el nnúmero de funciones

que forman las bases), agregado al esfuerzo adicional asociado con el cálculo de propie-

dades al segundo orden. Es aśı de vital importancia la utilización de v́ıas alternativas

para disminuir el costo asociado con los cálculos, manteniendo su precisión.
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La idea general del esquema LDBS (locally dense basis set, por sus siglas en

inglés), es muy simple: consiste en emplear conjuntos de base de alta calidad sobre

átomos particulares y sobre su primera esfera de enlace, y bases más pequeñas en el

resto de la molécula, sin generar grandes pérdidas en la precisión de los cálculos. Se

logra aśı un apreciable decrecimiento de las demandas computacionales.

Este esquema de partición del sistema empleando un conjunto de bases de fun-

ciones más densas a nivel local, fue explorado primero por Chestnut y Moore [67] y

ha sido de uso común desde entonces en la RMN, [68–71] debido a que mostró ser muy

efectivo en el cálculo de corrimientos qúımicos y constantes de acoplamiento J ; en

particular dentro de la aproximación GIAO (Gauge Including Atomic Orbitals). [72]

1.2. Teoŕıa del funcional de la densidad

1.2.1. Teoremas y ecuaciones fundamentales

La teoŕıa del funcional de la densidad consiste en describir la dinámica electróni-

ca una forma radicalmente diferente a las de Schrödinger. En lugar de calcular la

enerǵıa electrónica determinando una función de onda aproximada, la enerǵıa se es-

cribe en términos de la densidad electrónica, ρ(r1). Se apoya en los dos teoremas

fundamentales de Hohenberg-Kohn: [73]

1. Para cada propiedad del sistema exite un funcional de la densidad que la de-

termina.

2. Para cualquier densidad electrónica de prueba ρt aceptable (tal que
∫
ρt(r)dr =∫

ρ0(r)dr = N y ρr(r ≥ 0) se cumple el principio variacional, E[ρt] ≥ E0

A partir de los teoremas de existencia y variacional, se puede escribir el funcional

de la enerǵıa para un sistema polielectrónico (sin incluir aún expĺıcitamente el término

de repulsión internuclear) como [73]
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E[ρ] = T [ρ] + Eee[ρ] +

∫
Vext(r)ρ(r)dr = F [ρ] +

∫
Vext(r)ρ(r)dr (1.3)

donde los funcionales de la enerǵıa cinética T [ρ] y Eee[ρ], englobados en el funcional

F [ρ], son funcionales universales, es decir que no dependen del potencial externo.

La minimización directa del funcional E[ρ] de los teoremas de Hohenberg-Kohn

presenta el problema de que la forma exacta del funcional F [ρ] es desconocida. Para

superar este problema, Kohn y Sham introdujeron el concepto de un sistema ficti-

cio de “electrones no interactuantes” en el seno de un potencial efectivo Veff , que

por definición tiene igual densidad electrónica que la del sistema verdadero. [74] Este

esquema permite reemplazar la minimización directa de E[ρ] con respecto a la den-

sidad ρ de la ecuación anterior, por la solución autoconsistente de un sistema de N

ecuaciones monoelectrónicas, en una aproximación parecida a la de Hartree-Fock. La

forma funcional E[ρ] considerada por Kohn y Sham es la siguiente:

E[ρ] = Ts[ρ] + EH [ρ] + Exc[ρ] +

∫
Vext(r)ρ(r)dr (1.4)

donde Ts[ρ] es la contribución cinética exacta a la enerǵıa del estado fundamental del

sistema ficticio. El segundo término es la enerǵıa de Hartree

EH [ρ] =
1

2

∫ ∫
ρ(r)ρ(r′)

|r− r′|
drdr′ (1.5)

que corresponde a la enerǵıa clásica de interacción electrostática de una nube de

carga consigo misma (y que contiene una componente incorrecta de auto-interacción

electrónica, ya que al considerar que interaccionan dos partes cualesquiera de la nube

de carga se está introduciendo una interacción de cada electrón consigo mismo). El

término Exc[ρ] queda definido como

Exc[ρ] = T [ρ]− Ts[ρ] + Eee[ρ]− EH [ρ] (1.6)

de forma que contiene la diferencia entre T y Ts y la parte no clásica de Eee.
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Matemáticamente, el problema de resolver las ecuaciones KS es análogo al de las

ecuaciones HF, de forma que el mismo esquema ideado por Roothaan para resolver las

ecuaciones HF con métodos matriciales se emplea con las ecuaciones KS. En este caso,

el análogo a la matriz de Fock es la matriz de Kohn-Sham. En principio, este método

proporciona la densidad y enerǵıa exactas del estado fundamental (y por extensión, al

quedar el hamiltoniano perfectamente determinado, también proporcionaŕıa todas las

propiedades de los estados excitados). Sin embargo, el hecho de que la forma exacta

de Exc[ρ] sea desconocida obliga a realizar aproximaciones.

La gran ventaja de la aproximación DFT con respecto a HF es que en aquella

śı se pueden incluir términos que incorporen la correlación electrónica. Sin embargo,

esto no hace que la enerǵıa predicha por la DFT sea siempre más cercana a la real

que la enerǵıa predicha por HF, ya que la DFT cumple el teorema variacional para el

funcional exacto, el cual es desconocido, y el funcional concreto que se esté empleando

podŕıa sobreestimar la enerǵıa de correlación y obtener una enerǵıa por debajo de

la enerǵıa real del sistema. Otra ventaja de la DFT por la cual ha ganado gran

popularidad y se ha convertido en una de las herramientas más utilizadas para cálculos

de estructura molecular, es la menor demanda de costos computacionales sumada a

tiempos de cálculo reducidos, comparados con los métodos ab initio.

1.2.2. Funcionales de correlación-intercambio

Se han propuesto un gran número de funcionales de correlación-intercambio dentro

de diversas aproximaciones:

En la aproximación de la densidad local (LDA) se asume que la enerǵıa de co-

rrelación-intercambio es una propiedad local. Si se expresa el funcional de corre-

lación-intercambio como Exc[ρ] =
∫
ρ(r)εxc[ρ]dr, el funcional εxc[ρ] (la enerǵıa

de correlación-intercambio por part́ıcula) es función sólo de la densidad en el

punto en que se evalúe y no de la densidad en la vecindad de ese punto.

La aproximación de la densidad de esṕın local (LSDA) es la generalización de
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la LDA al caso de esṕın no restringido: Exc[ρα, ρβ] =
∫
ρ(r)εxc[ρα, ρβ]dr.

La aproximación del gradiente generalizado (GGA) es de tipo semilocal, es decir

que la enerǵıa de correlación-intercambio depende no sólo de la densidad en cada

punto, sino también de la densidad en su vecindad, y el funcional tiene la forma

EGGA
xc [ρ] =

∫
f(ρ,∇ρ)dr.

los funcionales h́ıbridos incluyen un término con parte del intercambio exacto

(HF) y otros obtenidos cada uno a partir de una aproximación distinta.

En el presente trabajo se utilizaron varios funcionales; entre ellos el funcional

h́ıbrido B3LYP, que tiene la forma: [75]

EB3LY P
xc = (1− a)ELSDA

x + aEHF
x + b∆EB88

x + (1− c)EVWN
c + cELY P

c (1.7)

donde a = 0.20, b = 0.72, c =0.81. ELSDA
x es el funcional de intercambio de Slater, [76]

EVWN
c es el funcional de correlación de Vosko, Wilk y Nusair, [77] EHF

x es el funcional

de intercambio exacto calculado por el método de Hartree-Fock, ELY P
c es el funcional

de correlación de Lee, Yang y Parr, [78] y ∆EB88
x = EB88

x − ELSDA
x , siendo EB88

x el

funcional de correlación de Becke88. [79] Los parámetros a, b y c se ajustaron para que

sus resultados se acercaran tanto como fuera posible a los resultados experimentales

(razón por la cual algunos autores no consideran a los métodos DFT como puramente

ab initio sino más bien semiemṕıricos).

Otro funcional h́ıbrido empleado en esta tesis es BHandHLYP, que tiene la forma:

EBHandHLY P
xc = (0,5)EHF

x + (0,5)EB88
x + ELY P

c (1.8)

Sin embargo, el cálculo de las propiedades de respuesta con diferentes funcionales

no produce la misma precisión en los en los resultados. El cálculo de propiedades

magnéticas es uno de los ejemplos en los que no son adecuados los funcionales con-

vencionales de la DFT. Es por ello que Keal y Tozer han desarrollado una serie de

funcionales dentro del formalismo GGA por medio de la inclusión de un término de
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gradiente corregido (intercambio KT) a la aproximación de la densidad local (funcio-

nal LDA). [80] De esta manera obtuvieron valores de constantes de apantallamiento

muy precisas a partir de funcionales KT1, KT2 y KT3. [52,53] En este trabajo se em-

plearon las dos últimas.

1.2.3. Interacciones de dispersión

Las interacciones de dispersión, debidas a la presencia de dipolos instantáneos en

especies vecinas, son menos espećıficas que las interacciones electrostáticas en cuan-

to a su direccionalidad. En su mayoŕıa contribuyen a la estabilidad de un grupo,

mientras que su estructura está determinada por las interacciones electrostáticas. La

consideración de la enerǵıa de dispersión es de vital importancia en las interaccio-

nes de apilamiento o stacking en biomacromoléculas, en las cuales éste puede ser el

término atractivo dominante. [12,81–83]

Existen funcionales que incluyen correcciones dispersivas de la enerǵıa y fueron

desarrolladas por Grimme. [84] La inclusión de este tipo de correcciones dio muy buenos

resultados y son fundamentales al momento de estudiar interacciones no covalentes.

En los sistemas que se estudian en este trabajo, la presencia de interacciones no co-

valentes como enlaces de hidrógeno y stacking π − π son fundamentales tanto en la

formación como en el mantenimiento de la estructura molecular. En función de ello,

se evaluó la performance de una funcional de este tipo en el estudio de interacciones

magnéticas. En este caso se empleó el funcional B97-D [57], que consiste en una repa-

rametrización debida a Grimme del funcional B97 [85] con la inclusión de correcciones

emṕıricas de la dispersión.

1.3. Teoŕıa de propagadores de polarización

El perturbar un sistema cuántico de diferentes maneras permite obtener infor-

mación sobre él. El tipo de perturbaciones que son adecuadas para el análisis de los

parámetros espectroscópicos de la RMN en sistemas de N electrones está asociado a
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las interacciones con campos que son externos al sistema sin perturbar. El “pertuba-

dor” da cuenta de esas interacciones que cambian el estado de un electrón desde un

orbital i ocupado definido, a un orbital a vacante. Este perturbador puede ser “local”

o “no local” dependiendo de que, tanto los orbitales i como a, estén cerca o lejos del

lugar donde la perturbación externa interactúa con el sistema electrónico. Cuando se

“enciende” la perturbación el sistema evoluciona de manera definida de acuerdo con

su Hamiltoniano no perturbado, es decir, de una manera determinada por su estruc-

tura electrónica interna. Más adelante, todo el sistema electrónico se verá afectado,

por lo que cualquier electrón que se encontraba en un orbital j se puede encontrar

en el orbital b. De esta manera se puede analizar la enerǵıa de interacción corres-

pondiente mediante el uso de un segundo campo externo, es decir, la contribución

al parámetro espectroscópico del pertubador definido por la excitación j → b. Esta

imagen refleja de qué trata el propagador de polarización (PP). [86–88]

En la formulación de la Mecánica Cuántica mediante integrales de caminos, se

necesita definir una cantidad, el propagador K(tf , rf ; ti, ri), el cual relaciona los va-

lores de la función de onda entre dos tiempos y posiciones diferentes, (ti, ri) y (tf , rf )

a través de la ecuación [89]

ψ(tf , rf ) =

∫
K(tf , rf ; ti, ri)ψ(ti, ri)dri (1.9)

El propagador está relacionado a la amplitud de probabilidad de que una part́ıcula

descripta por una función de onda ψ en la posición ri y al tiempo ti esté descripta

por otra función de onda en la posición rf y en el tiempo tf . El punto principal a

destacar aqúı es que tal probabilidad involucra al conjunto completo de posiciones

intermedias a través del cual la part́ıcula puede alcanzar el punto (tf , rf ) habiendo

comenzado en (ti, ri). Puede decirse entonces que la part́ıcula, en la formulación de

integrales de caminos, sigue todos los caminos posibles que conectan los puntos inicial

y final.

En la teoŕıa de respuesta lineal se describe cómo evoluciona el valor promedio de

un operador arbitrario P cuando se enciende una perturbación externa descripta por
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un operador Q. Los propagadores de polarización son equivalentes a las funciones de

Green de dos tiempos.

El PP se define como [90]

i〈〈P (x);Q(y)〉〉 = }θ(t− x− ty)〈0|P (rx)Q(ry)|0〉+ }θ(t− y − tx)〈0|Q(ry)P (rx)|0〉

(1.10)

donde x e y representan los puntos espacio temporales x = (tx, rx) e y = (ty, ry),

respectivamente. El estado de referencia |0〉 puede elegirse apropiadamente de acuerdo

al régimen considerado.

Dado que el PP tiene la misma naturaleza cuántica básica que la de una función

de onda ψ, se puede buscar su ecuación de movimiento, es decir, cómo evoluciona

la polarización con el tiempo. Se pueden escribir expĺıcitamente las expresiones pa-

ra tal ecuación de movimiento y resolverla mediante procedimientos formales. [88,91]

Además se pueden transformar la expresiones dependientes del tiempo a las que son

dependientes de la enerǵıa de manera de hacer uso de esta herramienta en problemas

espectrocópicos.

La ecuación de movimiento del propagador se deriva de la aplicación de la ecuación

de movimiento de Heisenberg a los operadores dependientes del tiempo P(t) y Q(t′),

de acuerdo a la expresión [92]

E〈〈P; Q〉〉E = 〈0|[P,Q]|0〉+ 〈〈P; [H0,Q]〉〉E (1.11)

donde H0 es el Hamiltoniano no perturbado que describe el sistema electrónico, y

|0〉 representa el estado de referencia que en este caso será un estado monodetermi-

nantal compuesto de funciones de onda monoelectrónicas que son soluciones de las

ecuaciones de Hartree-Fock, en el régimen no relativista. Esta expresión indica que

el propagador se puede escribir como la suma de la media del conmutador sobre el

estado fundamental del sistema y el propagador que contiene un conmutador con

el Hamiltoniano no perturbado del sistema. Resolviendo iterativamente la expresión

1.11 se puede obtener la expansión del momento de los propagadores de polarización.
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La ecuación de movimiento para el PP se reduce a la forma final aplicando el

álgebra de superoperadores y la técnica de proyección interna, obteniendo: [93,94]

〈〈P ;Q〉〉E = (P |h)(h|ωÎ− Ĥ|h)−1(h|Q)

(P |Q) = 〈0|[P †, Q]|0〉

ĤP = [H,P ]

(1.12)

En estas expresiones h es un conjunto completo de operadores de excitación,

los que pueden usarse para describir el conjunto completo de estados de excitación

partiendo del estado no perturbado |0〉; los operadores P y Q son también descriptos

en términos de operadores de excitación que pertenecen a h.

La experiencia en estudios teóricos en el campo de la qúımica cuántica demostra-

ron que los cálculos de las interacciones entre part́ıculas en H0 para un sistema de N

part́ıculas en presencia de la perturbación, deben corregirse empleando aproximacio-

nes de órdenes superiores al primer órden para obtener resultados confiables.

1.3.1. Nivel de aproximación RPA

Los esquemas de cálculo que aplican el formalismo del PP de manera aproximada

se basan en teoŕıa de perturbaciones. Se requiere expresar de un modo aproximado el

conjunto de operadores de excitación y la función de onda del estado fundamental del

sistema. La aproximación de primer orden o RPA (random phsae approximation) [95],

requiere la consideración de excitaciones simples y que la función de onda del estado

fundamental sea la de Hartree-Fock. La aproximación RPA corresponde aproxima-

damente al nivel de la teoŕıa de interacción de configuraciones (CI); es decir, incluye

correlación electrónica a un nivel inicial. La aproximación RPA no es adecuada para

los cálculos de la constante de acoplamiento entre espines J, porque su precisión en

sistemas no saturados es inadecuada en comparación con otras técnicas que incluyen

de manera más completa los efectos de correlación electrónica. [96–98]
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1.3.2. Aproximación SOPPA

La aproximación del propagador de polarización de segundo orden (SOPPA), [54–56,95,99,100]

incluye los operadores de excitaciones simples y dobles. A su vez la función de onda

del estado fundamental contiene correcciones adicionales dentro de la teoŕıa de per-

turbaciones de Møller-Plesset de segundo orden (MP2) con configuraciones simple y

doblemente excitadas. Con respecto a la correlación electrónica, el esquema SOPPA

es comparable con el método CISD (interacción de configuraciones con excitaciones

simples y dobles ). Los cálculos a nivel SOPPA de aproximación, escalan con la quinta

potencia del número de funciones de la base.

1.4. Dinámica molecular

Muchos sistemas qúımicos y bioqúımicos de interés son demasiado grandes para

su análisis con métodos de la mecánica cuántica, ya sean ab initio o semiemṕıri-

cos. Además, cuando se pretende incluir de manera expĺıcita moléculas de solvente,

la complejidad de las macromoléculas es aún mayor. Sin embargo, algunas de sus

propiedades pueden ser modeladas por métodos clásicos como los de la dinámica

molecular. Aunque no proporcionan información acerca de la estructura electrónica

del sistema bajo estudio, permite analizar el comportamiento o evolución de éste y

establecer la conformación de menor enerǵıa, lo cual será de utilidad en el caṕıtulo 5

de este trabajo.

En la dinámica molecular (MD, por sus siglas en inglés), las configuraciones su-

cesivas del sistema se generan mediante la integración de las leyes del movimiento de

Newton. El resultado es una trayectoria que especifica cómo las posiciones y veloci-

dades de las part́ıculas en el sistema vaŕıan con el tiempo. La trayectoria se obtiene

resolviendo las ecuaciones diferenciales correspondientes a la segunda ley de Newton

(F = ma):

d2xi
dt2

=
Fxi
mi

(1.13)
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Esta ecuación describe el movimiento de una part́ıcula de masa mi a lo largo de

una coordenada xi, siendo Fxi la fuerza sobre la part́ıcula en esa dirección.

En términos sencillos, la dinámica molecular consiste en resolver numéricamente

las ecuaciones clásicas de movimiento para un grupo de átomos. Para que esto su-

ceda, se necesita contar con una ley que revele cómo los átomos interactúan entre śı

en el sistema. Esta ley combinada con las posiciones atómicas, permite determinar

la enerǵıa potencial asociada, las fuerzas en los átomos y la tensión en las paredes

del contenedor. Aunque tal ley es generalmente desconocida, se pueden usar aproxi-

maciones que difieren en precisión y realismo dependiendo de un campo de fuerza, o

modelos construidos después de realizar cálculos de estructura electrónica, que tam-

bién se pueden hacer en diferentes niveles de teoŕıa. [101] También es necesario tener

un algoritmo que incorpore numéricamente las ecuaciones de movimiento para los

átomos en el sistema.

Hasta el presente se propusieron muchos enfoques diferentes en esta dirección. Por

supuesto, no se pueden resolver las ecuaciones de movimiento, a menos que se cuente

con valores iniciales, como las posiciones y velocidades iniciales para cada átomo en

el sistema. Todo lo anterior es suficiente para realizar una simulación de MD.

En las simulaciones de MD, la enerǵıa cinética del sistema dependerá de la tempe-

ratura [102] y la enerǵıa total será la suma de los componentes cinéticos y potenciales.

La aceleración de cada átomo se estima a partir del conjunto de fuerzas determinado

mediante el campo de fuerza dado. Los resultados generados se pueden usar para

estimar la información de configuración y momento para cada átomo del sistema (es

decir, enerǵıa y presión).

Se han hecho dos suposiciones adicionales aparte de la aproximación numérica

básica involucrada en la integración de las ecuaciones de movimiento, que son funda-

mentales para las simulaciones de MD. Según la primera, el comportamiento de los

átomos es similar a las entidades clásicas, lo que significa que obedecen las ecuaciones

de movimiento de Newton. [103] La precisión de este enfoque está relacionada con el

sistema que se estudia, aśı como con las condiciones de simulación. Se espera que



Métodos de la Qúımica Cuántica 25

el enfoque mencionado anteriormente no esté refinado para átomos livianos a bajas

temperaturas, pero en general, no es un mal enfoque. Además del helio ĺıquido y otros

átomos livianos, normalmente, los efectos cuánticos sobre la dinámica atómica son

bastante pequeños. En los casos en que los efectos cuánticos no se pueden ignorar,

se puede utilizar el enfoque integral de trayectoria o un método relativo. El segundo

supuesto básico tiene que ver con el modelado de cómo los átomos interactúan entre śı

en el sistema. La única manera de formar una imagen funcional de los procedimientos

atómicos en el sistema es tener una descripción representativa de esas interacciones.

Por el contrario, al recopilar información sobre una clase significativa del sistema,

como los gases de baja densidad o los metales ĺıquidos, no hay necesidad de una

descripción de alta precisión, un modelo que capture las caracteŕısticas esenciales, la

f́ısica definitoria de una clase significativa es aceptable. [104] Por lo tanto, es crucial

saber en profundidad cómo debe ser una descripción para un caso en particular.



Caṕıtulo 2

Resonancia Magnética Nuclear

Cuando se sintetiza un nuevo compuesto qúımico, uno de los primeros estudios que

se llevan a cabo es la determinación de su espectro de resonancia magnética nuclear.

Debido a la sensibilidad de los parámetros de la RMN como los corrimientos qúımicos

(δ) o las constantes de acoplamiento indirecto J a las caracteŕısticas estructurales y

conformacionales de una molécula, los datos espectrales de la RMN proporcionan

de manera relativamente fácil información útil sobre la identidad y la estructura del

compuesto. Solo después de que se hayan realizado estas primeras investigaciones

de RMN, usualmente se decide si se debe realizar una determinación directa de la

estructura con otros métodos como rayos X, difracción de electrones o espectroscopia

de microondas o si se desea una caracterización espectroscópica, termoqúımica, etc.

más detallada. Sin embargo, todas estas investigaciones adicionales requieren en la

mayoŕıa de los casos mucho más tiempo y esfuerzos que las mediciones de RMN.

La información contenida en un espectro de RMN se puede ampliar y completar

con la ayuda de cálculos qúımico-cuánticos de los parámetros de RMN. Lo usual

es calcular los parámetros espectroscópicos de la RMN y luego compararlos con los

datos experimetnales. Si los dos conjuntos de datos concuerdan, es muy probable

que el compuesto en cuestión posea la estructura molecular utilizada en el cálculo y,

por lo tanto, se identifique positivamente. A su vez, el análisis teórico genera nuevo

conocimiento sobre la estructura electrónica molecular y sobre el origen de los efectos

26
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electrónicos involucrados en el valor de dichos parámetros.

2.1. El fenómeno de la RMN

La existencia del esṕın nuclear fue sugerida por primera vez por Pauli en 1924, un

año antes de que se discutiera la idea del esṕın electrónico, a fin de explicar los desdo-

blamientos o splittings del espectro atómico. [105] Estos desdoblamientos demuestran

que los núcleos de diferentes elementos (y diferentes isótopos del mismo elemento)

difieren en su momento angular de esṕın. Las transiciones entre niveles de enerǵıa del

esṕın nuclear dan origen al fenómeno de la RMN.

El momento angular orbital y el momento angular de esṕın dan origen al momento

magnético total, y el hecho de que los electrones y los núcleos poseen momento

magnético significa que en cierto modo se comportan como pequeños imanes.

El número cuántico de esṕın, I, es una propiedad caracteŕıstica fija del núcleo y

puede ser entero o semientero. Cuando un campo magnético de magnitud B se aplica

en la dirección z, la enerǵıa de interacción entre un núcleo con momento magnético

µ y el campo se expresa como

E = −µ.B = −µz.B (2.1)

Siendo el momento magnético proporcional al momento angular

µ = γI (2.2)

µ = γ~[I(I + 1)]1/2 (2.3)

donde γ es la razón giromagnética del núcleo dado, una caracteŕıstica emṕırica que

surge de la estructura interna del núcleo. La componente µz en el caso del esṕın

nuclear, está definida por mIz ,

µz = γ~mIz (2.4)
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y por lo tanto, la enerǵıa de interacción magnética del esṕın nuclear con el campo

magnético externo viene dada por

E = −γ~mIzB (2.5)

En esta situación existirán (2I+1) niveles de enerǵıa no degenerados, correspon-

dientes a los 2I+1 valores de mI , cada uno separado por |γ~B|. En principio se pueden

inducir transiciones entre estos niveles usando radiación electromagnética apropiada.

Dichas transiciones serán gobernadas por la condición de frecuencia de Bohr, en la

cual la enerǵıa se transfiere cuando ∆E (la diferencia entre niveles de enerǵıa) es

igual a hν, donde ν es la frecuencia de radiación. De esta manera para transiciones

de RMN de un único núcleo

hν = |γ~B∆mI | (2.6)

ν = |(γ2π)B∆mI | (2.7)

La regla de selección de las transiciones es ∆mI = ±1. Por tanto

ν = |γ2π|B (2.8)

Los estudios de RMN requieren frecuencias del orden de la decena hasta varios

cientos de Mhz, valores que pertenecen al rango de las radiofrecuencias.

2.1.1. Frecuencia de Larmor

Se puede profundizar el conocimiento acerca de la naturaleza de la absorción de re-

sonancia considerando el movimiento de un dipolo magnético en un campo magnético.

Dado que el momento magnético µ y el momento angular I se relacionan por

µ = γI (2.9)
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la ecuación clásica de movimiento puede escribirse vectorialmente como

dµ

dt
= γ(µ×B) (2.10)

Si se rota el vector µ con una velocidad angular cuya magnitud y dirección están

dadas por el vector ω,

dµ

dt
= ω × µ (2.11)

Comparando estas dos ecuaciones puede verse que el efecto del campo B es equi-

valente a la rotación con velocidad angular

ω = −γB (2.12)

En un campo externo y constante B0, el resultado neto corresponde a una rotación

de µ en un cono con su eje a lo largo de B0. Este movimiento es análogo al de un

giroscopio, y se conoce como precesión de Larmor. Tiene velocidad angular dada por

−γB0. De esta manera la frecuencia de Larmor se define como

νi = |γ/2π|B0 (2.13)

El ángulo entre µ y B0 en la precesión está determinado por el número cuántico

mI : cosθ = mI/[I(I + 1)]1/2. Para un núcleo de esṕın 1/2, los dos estados de esṕın

mI = +1/2 y mI = −1/2 a menudo son referidos como α y β, y se distribuyen en

dos conos de precesión.

Si luego se introduce un campo magnético débil B1, oscilatorio y perpendicular

al plano formado por µ y B0, y además se ajusta su frecuencia a la misma frecuencia

y dirección de precesión de µ, entonces B1 ejercerá un torque sobre µ que tenderá

a cambiar el ángulo θ. Debido a que el cambio de θ se corresponde con un cambio

de enerǵıa del sistema núcleo-campo, esta condición se describe como resonancia. La

enerǵıa requerida para el cambio de θ proviene del campo B1, la cual corresponde a

una radiación electromagnética en el rango de las radiofrecuencias.
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2.2. Apantallamientos magnéticos

Los núcleos no interactúan con el campo magnético externo (B0) sino con un

campo magnético diferente, que se modifica debido al apantallamiento o shielding

(σ) de los electrones que rodean al núcleo. Dado que los electrones son part́ıcluas con

carga eléctrica, sus movimientos son influidos cuando se los coloca en presencia de

un campo externo. De este modo se generan campos magnéticos secundarios que se

oponen o potencian al externo. Por lo tanto el campo magnético en la posición del

núcleo se debe expresar como

Bnúcleo = B0 − σB0 = B0(1− σ) (2.14)

Debido a que el efecto de apantallamiento es causado por el entorno electrónico,

los valores de σ variarán con la posición del núcleo en la molécula. Todos los factores

que afecten la densidad electrónica también afectarán a σ. La condición de resonancia

viene entonces dada por

νK = |γ/2π|B0(1− σK) (2.15)

donde νK es la frecuencia de resonancia (frecuencia de Larmor) para el núcleo K.

El apantallamiento magnético nuclear es un tensor de segundo rango y expresa

una propiedad importante de la molécula.

2.2.1. Contribuciones diamagnética y paramagnética

Para un sólo átomo libre en un estado electrónico s esféricamente simétrico, Lamb

demostró que el efecto de un campo magnético aplicado sobre el mismo es inducir

una corriente de electrones que conduce a un apantallamiento diamagnético, [106]

σd =
4πe2

3mc2

∫ ∞
0

rρe(r)dr (2.16)

Aqúı ρe(r) es la densidad de electrones en función de la distancia radial desde el

núcleo, y e, me, y c son las constantes fundamentales usuales. Para las moléculas, la



Resonancia magnética nuclear 31

teoŕıa de Lamb es inadecuada porque supone que los electrones son libres de moverse

en cualquier dirección, mientras que en una molécula el movimiento electrónico está

severamente restringido. Ramsey aplicó la teoŕıa de perturbaciones de segundo orden

para desarrollar una fórmula que, en principio, representa el apantallamiento en las

moléculas y durante mucho tiempo ha proporcionado un marco adecuado para la

comprensión cualitativa de los principales factores que contribuyen al apantallamiento

magnético. La expresión de Ramsey es la suma de dos términos, [107]

σ = σd + σp (2.17)

σd es un término de primer orden que se puede calcular a partir del estado

electrónico fundamental. Es esencialmente la expresión de Lamb y a menudo se deno-

mina término diamagnético porque es positivo y por lo tanto causa una reducción del

campo magnético en el núcleo y un apantallamiento del núcleo. σp es un término de

perturbación de segundo orden que requiere un conocimiento de las funciones de onda

y las enerǵıas de los estados excitados, incluyendo el continuo de estados electrónicos

por encima del ĺımite de ionización . σp es negativo, refuerza el campo magnético

aplicado y desapantalla el núcleo. Se lo denomina término paramagnético y corrige

el hecho de que los electrones en una molécula no se disponen con simetŕıa esférica

sobre el núcleo en cuestión. Por lo tanto, la presencia de electrones ocupando orbita-

les atómicos tipo p o d cerca del núcleo es un factor importante para determinar la

magnitud de σp.

Los efectos magnéticos son muy pequeños en comparación con las interacciones

electrónicas y son entonces tratados adecuadamente por teoŕıa de perturbaciones,

en la que el campo magnético externo está representado por un potencial vectorial

magnético A relacionado con B de acuerdo a

B = ∇×A (2.18)

Sin embargo, este potencial vectorial no es único, dado que la adición del gradiente

de cualquier función escalar diferenciable produce el mismo campo magnético. El
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campo magnético externo y el creado por el núcleo K en la posición RK introducen

el Hamiltoniano en forma de sus sus potenciales vectoriales

A(R) =
1

2
B× (r−RG) +

µK × (r−RK)

|(r−RK)|3
(2.19)

De esta manera el potencial vectorial generado por un campo magnético estático

externo no es único porque depende de un parámetro arbitrario RG, llamado origen

de gauge.

Conviene colocar el origen de gauge en un átomo espećıfico o en otra parte de

la molécula. σd y σp contienen términos que dependen de la elección del origen de

gauge. Sin embargo, estos términos son de signo opuesto y se cancelan en un cálculo

exacto del apantallamiento total, σ = σd + σp porque σ debe ser invariante respecto

de la posición del gauge para representar una propiedad f́ısica medible. Sin embargo,

la cancelación incompleta puede ocurrir cuando σp se calcula con funciones de onda

aproximadas y estimaciones de enerǵıas de los estados excitados, lo que conduce a un

apantallamiento dependiente del gauge y, por lo tanto, incorrecto.

Desde un punto de vista emṕırico, puede considerarse que el apantallamiento

magnético es la suma de tres contribuciones. La contribución local, σ(local), es la

contribución de los electrones del átomo en cuestión, la que a su vez corresponde a la

suma de las contribuciones diamagnética y paramagnética. La contribución del grupo

vecino, σ(vecino), corresponde a la de los grupos de átomos que forman el resto de

la molécula. Por último σ(solvente) es la contribución de las moléculas del solvente.

2.2.2. Corrimientos qúımicos. Compuestos de referencia y

escala de medida

El corrimiento qúımico o chemical shift, δ, es el parámetro de la RMN más fácil-

mente medible y provee información estructural importante. Tiene su origen en el

apantallamiento magnético producido como consecuencia del movimiento de los elec-

trones.
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Los parámetros espectroscópicos de la RMN se pueden medir en unidades de

frecuencia (hertz) a partir de la referencia elegida. Para los corrimientos qúımicos,

sin embargo, el uso de unidades de frecuencia tiene como desventaja la dependencia

con el valor del campo magnético y con la relación de Larmor (ecuación 2.13). Por

lo tanto, es habitual y deseable informar los corrimientos en la unidad adimensional

de partes por millón (ppm), que es independiente de la frecuencia o la intensidad

del campo magnético. Se puede ver la relación entre una escala adimensional y el

apantallamiento σ. Con la inclusión del apantallamiento, la ecuación de Larmor se

convierte en

ν0 =
γ

2π
B0(1− σK) (2.20)

En un campo B0, la muestra y el compuesto de referencia con apantallamientos

σK y σR respectivamente, tienen frecuencias de resonancia νK y νR. Entonces el

corrimiento qúımico δ se define por

δ ≡ νy − νR
νR

106 (2.21)

lo que se transforma en

δ =
(1− σy)− (1− σR)

(1− σR)
106 =

σR − σy
1− σR

106 ≈ (σR − σy)106 (2.22)

dado que σR << 1. De esta manera un corrimiento δ grande se corresponde con un

shielding σ pequeño. La escala de δ claramente es adimensional, pero con el factor

de 106 tiene unidades de partes por millón (ppm).

Un compuesto de referencia interna es un compuesto que genera una señal de

gran intensidad y una ĺınea aguda dentro de un espectro de RMN. Se disuelve direc-

tamente en la solución de la muestra en estudio y luego se dispersa uniformemente a

nivel molecular a través de la muestra. El campo magnético actúa igualmente sobre

la muestra y las moléculas de referencia. El tetrametilsilano (TMS) se convirtió en el

compuesto de referencia interno establecido para la RMN de 1H, dado que tiene una
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ĺınea de resonancia fuerte y aguda a partir de sus 12 protones, con un desplazamiento

qúımico a baja frecuencia de resonancia en relación con casi todas las demás reso-

nancias de 1H. Por lo tanto, la adición de TMS generalmente no interfiere con otras

resonancias. Además es bastante volátil, por lo tanto, puede eliminarse fácilmente si

se requiere la recuperación de la muestra. El TMS es soluble en la mayoŕıa de los

solventes orgánicos pero tiene muy baja solubilidad en agua y generalmente no se usa

como referencia interna en soluciones acuosas.

2.3. Acoplamientos indirectos entre espines nuclea-

res

El acoplamiento (dipolar) directo entre espines nucleares se promedia a cero de-

bido al movimiento molecular en ĺıquidos isotrópicos. Sin embargo el acoplamiento

indirecto entre espines nucleares no se promedia a cero, como se muestra por las obser-

vaciones del desdoblamiento fino en espectros RMN. Este acoplamiento es indirecto

ya que se transmite a través de los electrones en el sistema. El acoplamiento que se

transmite a través de los electrones ocurre por más de un mecanismo. Ramsey y Pur-

cell inicialmente sugirieron el mecanismo básico para la interacción de acoplamiento,

que involucra a los electrones que forman enlaces qúımicos. [108]

A diferencia del corrimiento qúımico, que es inducido por el campo aplicado (y

por lo tanto proporcional a este), el acoplamiento esṕın-esṕın es caracteŕıstico de la

molécula misma. La magnitud de la interacción entre los núcleos K y L está dada

por una constante de acoplamiento esṕın-esṕın JKL (SSCC, por sus siglas en inglés),

siempre expresado en unidades de frecuencia (hertz). Esta es una unidad de magnitud

conveniente, que es directamente proporcional a la enerǵıa. Matemáticamente, el

hecho de que el acoplamiento depende de la orientación relativa de los espines de los

núcleos K y L se puede expresar mediante el uso del producto escalar, JKLIK .IL.

Como resultado, este acoplamiento indirecto a menudo se llama acoplamiento escalar

Este término es preciso al describir la interacción de esṕın, pero a veces se interpreta
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erróneamente para sugerir que JKL es una cantidad escalar. No lo es. J es en realidad

un tensor de segundo rango, al igual que el tensor de apantallamiento magnético, σ.

Del mismo modo que con este último, cuando las moléculas se mueven rápidamente,

sólo se observa el promedio; por lo tanto, en ĺıquidos y gases es correcto tratar a J

como una simple cantidad escalar o “constante”.

El acoplamiento entre espines nucleares puede ocurrir cuando dos núcleos están

unidos entre śı a través de uno o más enlaces. En general, la información de acopla-

miento de esṕın es transportada por electrones a través de enlaces qúımicos. Teniendo

en cuenta los mecanismos de polarización es esperable que la magnitud del acopla-

miento disminuya en la medida en que aumenta el número de enlaces intermedios. Sin

embargo esto puedo no ocurrir debido a la existencia de otros factores importantes.

2.3.1. Teoŕıa de Ramsey

La enerǵıa (E) del acoplamiento indirecto entre espines nucleares se define como

la parte de la enerǵıa total del sistema que se expresa como producto escalar de los

vectores de esṕın nuclear (I) (h es la constante de Plank):

E =
∑
K>L

hJKLIKIL (2.23)

La cantidad JKL tiene dimensión de frecuencia y es la SSCC entre el núcleo K y L.

Generalmente, el valor SSCC depende tanto de la estructrua electrónica del sistema

como del arreglo espacial de los núcleos, además de la caracteŕıstica de los núcleos

acoplados. Por lo tanto, la SSCC a menudo se escribe en la forma

JKL = h
γK
2π

γL
2π

KKL (2.24)

donde γK y γL son las razones giromagnéticas de los núcleos correspondientes, y

KKL se conoce como SSCC reducido, el cual es independiente del tipo espećıfico y

composición isotrópica de los núcleos acoplados. La enerǵıa del acoplamiento entre

espines nucleares es muy pequeña comparada con la enerǵıa electrónica total de la
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molécula. [109] Por lo tanto, la enerǵıa de interacción de momentos magnéticos nu-

cleares se considera como una perturbación del sistema electrónico. En presencia de

esta perturbación, la enerǵıa del sistema puede escribirse como una expansión en se-

ries de Taylor en potencias de perturbación, en este caso, en potencias de momentos

magnéticos nucleares (µ):

E = E0 +
∑
K

∂E

∂µK

∣∣∣∣
µK=0

µK +
1

2

∑
K,L

∂2E

∂µK∂µL

∣∣∣∣
µK ,µL=0

µKµL + ... (2.25)

Los momentos magnéticos nucleares están relacionados con los espines nucleares

como:

µN = γN}IN (2.26)

Las que contienen las primeras potencias de los momentos magnéticos en la fórmu-

la 2.25 se asignan a las llamadas propiedades de primer orden, las de las segundas

potencias de los momentos magnéticos se asignan a las propiedades de segundo or-

den, etc. Comparando el tercer término en la expansión 2.25 con la expresión 2.23, y

tomando en cuenta las fórmulas 2.24 y 2.26, se puede concluir que la expresión para

la SSCC reducida es la segunda derivada de la enerǵıa con respecto a los momentos

magnéticos de los núcleos interactuantes y, por tanto, es una propiedad de segundo

orden:

KKL =
∂2E(µ)

∂µK∂µL

∣∣∣∣
µ=0

(2.27)

2.3.2. Mecanismos electrónicos de acoplamiento núcleo-electrón

De acuerdo con la teoŕıa de perturbaciones de Rayleigh-Schrödinger, la segunda

corrección a la enerǵıa del sistema bajo perturbación mixta puede ser presentado por

la expresión 2.28: [109]
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d2E(x)

dxidxj
= 〈Ψ0|

d2Ĥ

dxidxj
|Ψ0〉 − 2

∑
n6=0

〈Ψ0|dĤ/dxi|Ψ0〉〈Ψn|dĤ/dxj|Ψn〉
En − E0

(2.28)

El primer término en la expresión 2.28 es la media de la segunda derivada mixta

del Hamiltoniano con respecto al estado fundamental del sistema, mientras que el

segundo término es la suma sobre estados para cada estado excitado del sistema, Ψn,

con una enerǵıa En. Basado en la expresión 2.28 y en correspondencia con la teoŕıa

no relativista de Ramsey [110], la SSCC reducida para los núcleos K y L puede ser

escrita como

KKL =〈0|hDSOKL |0〉 − 2
∑
nS 6=0

〈0|hPSOK |nS〉〈nS|(hPSOL )T |0〉
EnS
− E0

−

− 2
∑
nT

〈0|hSDK + hFCK |nT 〉〈nT |(hSDL )T + (hFCL )T |0〉
EnT
− E0

(2.29)

donde h son operadores de perturbación de part́ıcula simple. La sumatoria en el se-

gundo término de la expresión 2.29 es sobre estados excitados singulete, mientras la

suma en el tercer término es sobre estados excitados triplete. Los cuatro términos

de la SSCC de la ecuación 2.29 son: contribución esṕın-órbita diamagnético (DSO,

diamagnetic spin-orbit), correspondiente al primer término de la expresión; contri-

bución esṕın-órbita paramagnético (PSO, paramagnetic spin-orbit), correspondiente

al segundo término; del mismo modo que la contribución esṕın-dipolar (SD, spin-

dipolar) y la contribución relacionada a la interacción por contacto de Fermi (FC,

Fermi contact), los que se expresan en el tercer término. La forma de estos operadores

se establece mediante las expresiones 2.30-2.33.

hDSOKL =
α4

2

∑
i

(riKriL)I− riKrTiL
r3
iK , r

3
iL

(2.30)

hPSOK = α2
∑
i

liK
r3
iK

(2.31)
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hSDK = α2
∑
i

3(siriK)riK − r2
iKsi

r5
iK

(2.32)

hFCK =
8πα2

3

∑
i

δ(riK)si (2.33)

Aqúı, riK es el radio vectorial del electrón iésimo con respecto al núcleo K ésimo;

α es la constante de estructura fina; si y li son, respectivamente, los operadores de

esṕın y momento angular orbital.

El acoplamiento esṕın-órbita, que incluye tanto al diamagnético como al para-

magnético, surge a partir del efecto de los momentos magnéticos nucleares de un

núcleo K sobre los momentos angulares orbitales de los electrones moleculares, como

resultado de lo cual surgen corrientes de electrones inducidas. Este último, a su vez,

genera un campo magnético en el punto donde se encuentra el segundo núcleo L.

Por lo tanto, el acoplamiento esṕın-órbita entre los momentos magnéticos nucleares

se propaga a través de los momentos angulares orbitales de los electrones. El acopla-

miento SD ocurre entre el momento magnético del núcleo y los momentos magnéticos

de esṕın de los electrones; este proceso causa polarización electrón-esṕın de la capa

electrónica molecular. A su vez, el momento de esṕın magnético inducido por el pri-

mer núcleo interactúa con el momento magnético del segundo núcleo. La interacción

de contacto de Fermi ocurre directamente entre el momento magnético de esṕın del

electrón y el momento magnético nuclear, si la probabilidad de encontrar al electrón

en la superficie del núcleo es distinta de cero. Como en el caso del acoplamiento esṕın-

dipolar, el momento de esṕın magnético inducido (que surge debido a la interacción

de contacto de Fermi) se transfiere a través de electrones de enlace al segundo núcleo.

Vale la pena mencionar que la interacción de contacto de Fermi generalmente domina

en el valor total de la SSCC, especialmente para los núcleos separados por un enlace

qúımico. Sin embargo, hay excepciones.
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2.4. Interacciones no covalentes

La intensidad de los enlaces qúımicos puede ser muy variable. Existen “enlaces

fuertes”, como los enlaces covalentes o iónicos, y los “enlaces débiles”, como las inter-

acciones dipolo-dipolo, la fuerza de dispersión de London, los enlaces de hidrógeno y

las interacciones de apilamiento π. Sin embargo, no existe una distinción clara entre

los enlaces “fuertes” y los “débiles”. Por ejemplo, la fortaleza de algunos enlaces de

hidrógeno, particularmente en el anión bifluoruro (FHF−), está muy cerca de los

enlaces covalentes [111].

Se ha descripto una gran variedad de interacciones intra e intermoleculares no

covalentes que son generalmente débilmente estabilizantes. Éstas son de enorme im-

portancia en bioqúımica y en la organización de cristales moleculares [112]. En general,

las interacciones intermoleculares están mediadas por fuerzas de interacción más pe-

queñas que las encontradas en los enlaces “fuertes” y generalmente se rigen por la

atracción electrostática, como las interacciones dipolo-dipolo o interacciones catión-π

(interacción monopolo-cuadrupolo).

2.4.1. Enlaces de hidrógeno

Una de las principales formas de interacciones no covalentes es la del enlace de

hidrógeno (EH). Tiene la forma A–H· · ·B entre moléculas o entre partes adecuadas de

la misma molécula [113]. Es la más documentada de las interacciones débiles. La impor-

tancia del EH es enorme. Desempeña un papel clave por ejemplo en la determinación

de las formas, propiedades y funciones de biomoléculas [114–117]. El EH intermolecular

es crucial para codificar información genética (como ocurre en los pares de bases de

ADN) e interacciones de biomoléculas; mientras que el EH intramolecular es funda-

mental para la formación de estructuras tridimensionales biológicamente relevantes

de biomacromoléculas. Recientemente se encontraron muchas aplicaciones de los EH

en ingenieŕıa de cristales [118] y diseño de materiales.

El comportamiento estructural de los sistemas bioqúımicos y la naturaleza de
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los ĺıquidos con enlaces de hidrógeno se pueden entender mejor cuando se adopta el

concepto de enlaces de hidrógeno individuales y es posible su detección y cuantifi-

cación. La enerǵıa de las interacciones intermoleculares se mide simplemente como

una diferencia entre las enerǵıas de una estructura unida por EH y sus componentes.

Este enfoque no se puede utilizar para estudiar las interacciones intramoleculares y,

a pesar del hecho de que los enlaces de hidrógeno se comprenden bien cualitativa-

mente, [113,119–122] se admite generalmente que se necesita tanto de la aplicación de un

método de cálculo como de datos cuantitativos. [123]

La caracterización detallada de los EH fue objeto de numerosos estudios experi-

mentales y teóricos. A pesar de su papel crucial en la estabilización de las estructuras

biomoleculares y su participación casi ubicua en las reacciones biomoleculares, la

comprensión detallada de los enlaces de hidrógeno en términos de enerǵıas, preferen-

cias geométricas y dinámica es aún bastante limitada [124]. Existen severas dificultades

en la determinación de la posición del átomo de hidrógeno por difracción de rayos

X, que es el método experimental más ampliamente utilizado para la determinación

estructural [125]. Por otra parte los experimentos de difracción de neutrones son un

desaf́ıo experimental (requieren cristales grandes y pocos laboratorios tienen acceso

al equipamiento). [126]

La espectroscoṕıa de RMN es una de las herramientas más poderosas para estu-

diar la fortaleza de los EH. Es uno de los métodos principales que se emplean para

investigar estas interacciones tanto en solución como en estado sólido [127]. La exis-

tencia del enlace de hidrógeno se deduce de varias técnicas y parámetros de la RMN,

como los corrimientos qúımicos [128–134], la dependencia de la temperatura de los co-

rrimientos qúımicos [134], la accesibilidad del disolvente [135], el fenómeno NOE [136,137],

acoplamiento escalar entre espines de núcleos en ambos lados de los EH [138], efectos

de isótopos [139] y acoplamiento dipolar de RMN en el estado sólido [140]. También se

obtiene información útil comparando los parámetros experimentales de RMN con las

predicciones teóricas [141,142]. Los avances en los métodos qúımico-cuánticos para cal-

cular los corrimientos qúımicos [143–145] permitieron un número creciente de estudios
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que se centran en la asignación o reasignación de señales de protones y carbonos,

incluidos los efectos del EH [146,147], en la elucidación de las estructuras qúımicas [145] y

en el refinamiento de las posiciones de hidrógenos lábiles [148,149]. Tales cálculos tam-

bién han jugado un papel importante en el nuevo campo de la cristalograf́ıa de RMN

donde la espectroscoṕıa de RMN se combina con la difracción de rayos X para ayudar

a la obtención confiable de información estructural [150].

Los corrimientos qúımicos de protones son extremadamente sensibles a los EH.

Uno de los indicadores ampliamente utilizados de la formación de enlaces de hidrógeno

es un pronunciado desplazamiento hacia campos bajos de la señal de RMN del

hidrógeno del puente [151]. En casi todos los casos, la formación de un EH hace que el

protón unido se desapantalle, a menudo en 10 ppm o más. Se encontró una correla-

ción logaŕıtmica entre la distancia O–H· · ·O observada en los cristales y el corrimiento

qúımico del protón [152]. También se demostró una correlación entre las fuerzas de los

enlaces de hidrógeno y las magnitudes de la variación en el corrimiento qúımico en

la formación de interacciones intermoleculares en un cristal [153]. Se observaron corri-

mientos de protones de hasta 23 ppm para los átomos de hidrógeno involucrados en

EH fuertes [147]. En general, existe una correlación aproximada entre el corrimiento

RMN y la fortaleza del enlace medida por la entalṕıa de su formación.

El corrimiento hacia altas frecuencias en los EH resulta de una disminución en el

apantallamiento alrededor del núcleo de hidrógeno, como lo demuestran los cálculos

de densidad electrónica que se encuentra reducida cerca del hidrógeno. Esta redistri-

bución de electrones en el enlace A–H es probablemente provocada por repulsión de

los electrones no enlazantes en B.

El gran desapantallamiento de los protones pertenecientes a un EH es un factor

importante en la interpretación de los espectros de 1H, ya que a menudo se encuentran

corrimientos qúımicos de OH y NH dependientes del solvente. Además, el corrimiento

qúımico de OH o NH puede ser de valor diagnóstico en las elucidaciones estructurales

cuando están presentes EH intramoleculares. En el sistema A–H· · ·B, los corrimientos

de A y B (por ejemplo 17O y 15N) también cambian luego de la formación de un EH.
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A su vez se encontró que los corrimientos de los núcleos 15N y 17O son muy sensibles

al EH [154]. Por ejemplo, el corrimiento del 17O de un grupo carbonilo involucrado

en el EH puede ser 50-60 ppm menor que el de un carbonilo libre [155], y el enlace

N–H· · ·O en las protéınas causa el desapantallamiento de 15N en aproximadamente

13 ppm [156]. De manera similar, los corrimientos de 13C en las proximidades de los

EH reflejan los cambios en la distribución electrónica debido a éstos. Sin embargo,

representan sólo una fracción relativamente pequeña del rango total del corrimiento

qúımico para estos núcleos, en contraste con la situación del 1H, donde el efecto del

EH puede ser el factor dominante en el valor del corrimiento qúımico.

Figura 2.1: Valores t́ıpicos de acoplamientos escalares a través de enlaces de hidrógeno

(tomado de Ref. 124)

El EH influye en la constante de acoplamiento entre el donante y el átomo de

hidrógeno. Está bien documentado que un EH fuerte da como resultado una dis-

minución de la constante de acoplamiento 1JN−H a través del enlace covalente N-H

correspondiente [157]. Se dispone de evidencia más directa de la formación de un EH

mediante la detección de acoplamientos escalares a través de enlaces de hidrógeno

(hJ), lo que permite la identificación de grupos donantes y aceptores [158]. Desde su

primera observación [159,160], las interacciones indirectas mediadas por electrones en-

tre espines nucleares a través de EH en biomoléculas se han convertido en una he-

rramienta importante para la caracterización estructural de macromoléculas biológi-

cas [161]. Los valores t́ıpicos de los acoplamientos escalares intermoleculares observados

comúnmente se muestran en la Figura 2.1.
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2.4.2. Apilamiento π (π-Stacking)

Las interacciones no covalentes inter e intramoleculares que involucran anillos

aromáticos son omnipresentes en los procesos qúımicos y biológicos. Abarcan desde

el reconocimiento molecular hasta el autoensamblaje, la catálisis y el transporte. [162]

Figura 2.2: Geometŕıas de interacciones aromáticas. (a) T-shaped edge-face; (b) offset

stacked; (c) eclipsed face-to-face. (Tomado de Ref. 163)

Se considera que las interacciones aromáticas consisten en fuerzas de van der

Waals, hidrofóbicas y electrostáticas. [164,165] La contribución relativa y la magnitud

de cada uno de estos componentes aún está en estudio. Surgen complicaciones por

el hecho de que los grupos aromáticos interactúan con una disposición espećıfica, de-

pendiendo de la naturaleza de los anillos involucrados. No obstante, las interacciones

aromáticas son elementos de reconocimiento molecular intrigantes porque se espera

que sean fuertes en agua debido al componente hidrofóbico de la interacción, pero

al mismo tiempo, la interacción debe ser selectiva si el componente electrostático

es significativo, proporcionando aśı las mejores caracteŕısticas tanto de interacciones
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hidrofóbicas como de enlaces de hidrógeno.

Se propusieron varias geometŕıas con el fin de describir estas interacciones sobre la

base del componente electrostático de la interacción (Figura 2.2). [164] El componente

electrostático surge de las interacciones de los momentos cuadrupolares de los anillos

aromáticos. Aunque el benceno posee dipolo no nulo, tiene una distribución desigual

de carga, con una mayor densidad de electrones en la cara del anillo y una densidad

de electrones reducida en el borde, lo que da lugar a su momento cuadrupolar. La geo-

metŕıa borde-cara (en forma de T) o T-shaped edge-face (Figura 2.2 a), que se puede

considerar consiste de una interacción CH − π, se encuentra en el benceno en estado

sólido y se observa comúnmente entre los residuos aromáticos en las protéınas. La

orientación compensada o paralela-desplazada (u offset stacked, Figura 2.2 b) también

se encuentra comúnmente en las protéınas y es la geometŕıa t́ıpica del apilamiento

o stacking de bases en el ADN. Para esta geometŕıa, entra en contacto más área de

superficie y se incrementan las interacciones de van der Waals e hidrofóbicas. Esta

orientación parece ser más común cuando se reduce la densidad de electrones en la

cara de uno o ambos anillos. Una tercera geometŕıa posible es la orientación eclipsada

cara-cara o eclipsed face-to-face(Figura 2.2 c). Esto se observa comúnmente en los pa-

res con caracteŕısitcas de donantes-aceptores y los compuestos que tienen momentos

cuadrupolares opuestos, de manera que la interacción entre las caras de los anillos es

atractiva. La interacción benceno-perfluorobenceno es un excelente ejemplo de este

tipo de interacción aromática, y se ha calculado que proporciona –15.5 KJ/mol en

estabilidad. [166] Estas tres geometŕıas se modelaron con niveles de teoŕıa muy precisos

en el d́ımero del benceno y se encontró que son atractivas por naturaleza, con una

preferencia por las geometŕıas desplazadas en paralelo y en forma de T. Este último

aspecto se apoya además en cálculos a nivel de cluster acoplado, los que muestran que

las geometŕıas más estables del d́ımero de benceno son las desplazadas en paralelo

y en forma de T, con enerǵıas de interacción al nivel CCSD(T) de -2.48 kcal/mol y

-2.46 kcal/mol, respectivamente, mientras que el complejo cara-cara es menos esta-

ble (-1.48 kcal/mol), pero todav́ıa sigue siendo un mı́nimo en la hipersuperficie de
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enerǵıa. [167]

La principal contribución a la enerǵıa de interacción proviene de la dispersión, [168]

lo que indica que se deben incluir correcciones de correlación de electrones en el

cálculo de las interacciones areno-areno. Los esfuerzos realizados para superar la in-

capacidad de los métodos de la teoŕıa funcional de la densidad (DFT) para explicar la

dispersión fueron discutidos por Grimme et al. [169] Según Grimme, [11] las interaccio-

nes de apilamiento π − π son un tipo particular de efecto de correlación (dispersión)

de electrones que actúa en grandes sistemas no saturados cuando están muy cerca

unos de otros. Para sistemas con un número de átomos de carbono ≤ 10 hay poca

evidencia teórica de que los orbitales tipo π jueguen un papel especial. Por lo tanto,

el término “apilamiento π−π” debe verse como un descriptor geométrico conveniente

para el modo de interacción en moléculas no saturadas.

Las interacciones entre los anillos aromáticos y heteroaromáticos son importantes

contribuyentes a la estructura de las protéınas y la complejación protéına-ligando. [170]

Son además determinantes en las estructuras de ácidos nucleicos, como se desprende

del apilamiento de pares de bases en el ADN. [171] Pero las interacciones aromáticas

π − π no sólo determinan las estructuras biológicas sino que también modulan las

propiedades f́ısicas; por ejemplo, la de los residuos en los sitios activos de enzimas. [172]

La imagen que surge es que las interacciones aromáticas no son tan diferentes de

las interacciones simples como lo son los EH. Sin embargo, su estudio se torna más

complejo por el hecho de que están involucrados grupos funcionales más grandes. La

principal diferencia es que el área de superficie del contacto intermolecular es gran-

de, por lo que las interacciones son mucho más importantes. Aunque los principios

electrostáticos que gobiernan las magnitudes de los EH también se aplican a las inter-

acciones aromáticas, hay muchos más puntos de contacto donde se deben considerar

las interacciones electrostáticas, por lo que es dif́ıcil racionalizar el comportamiento

de las interacciones aromáticas con reglas sencillas como ocurre en el caso de enlaces

de hidrógeno. [165]
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2.5. Efectos del solvente

Los cambios qúımicos producidos por la presencia del solvente son bien conocidos.

El efecto del solvente es causado por las interacciones de las moléculas del solvente

con el soluto, por ejemplo, a través de enlaces de hidrógeno, fuerzas de van der Waals

u otras interacciones débiles. [173,174]

Claramente, las moléculas de solvente pueden afectar las posiciones de un núcleo

de soluto dentro de un espectro RMN (y viceversa) a través de los mismos tipos de

mecanismos como los involucrados en los efectos intra e intermoleculares ya discuti-

dos. Es importante tener presente, en primer lugar, que cuando se usa un estándar de

referencia como el TMS, los efectos de solvente medidos, de hecho, representan la dife-

rencia de tales efectos sobre el soluto y sobre el compuesto utilizado como referencia.

Solamente las moléculas de solvente cercanas al soluto o a la referencia, producirán

contribuciones importantes. Los efectos del solvente (los que en algunas situaciones

se refieren a efectos del medio) pueden ser considerados según tres categoŕıas:

a) Efecto del solvente polar. Este es un efecto de campo eléctrico. Un soluto

polar, como el acetonitrilo, pondrá en marcha un campo de reacción en un solvente

polar. Esto ocurrirá incluso para moléculas de soluto sin momento dipolar neto si

contienen grupos polares. El campo de reacción provoca entonces el desplazamiento

de electrones en el soluto; para solutos polares esto ocurre de manera que se refuerza

el apantallamiento o el efecto inductivo de desapantallamiento asociado con el dipolo

eléctrico original. Aśı, los solventes polares tienden a aumentar el efecto inductivo de

sustituyentes electronegativos en solutos. En general, están en el extremo positivo de

dipolos moleculares o de enlace, y la acción es la de desapantallamiento para protones

del soluto, como en el caso del acetonitrilo. Una molécula isotrópica, tal como es

usualmente seleccionada para un compuesto de referencia (por ejemplo TMS) no será

afectada, excepto por el término de van der Waals.

b) Anisotroṕıa magnética del solvente. Las moléculas que poseen una suscep-

tibilidad magnética pronunciadamente anisotrópica, causarán cambios en los corri-
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mientos qúımicos cuando actúen como solventes. Por ejemplo, el benceno, debido al

efecto de corriente de anillo, causa apantallamiento o desapantallamiento a distancia.

Por supuesto, para solutos insertos en una solución de benceno, el efecto se promedia

sobre todas las posibles orientaciones moleculares soluto-solvente; pero debido a la

forma de disco del benceno hay aún un efecto neto, incluso para moléculas simétri-

camente esféricas tales como TMS. El efecto no variará con la posición (dentro de la

molécula de soluto) del núcleo cuyo apantallamiento es considerado. Pero la magni-

tud del corrimiento qúımico diferirá para distintos solutos simétricos. Por lo tanto se

observarán cambios diferenciales cuando se emplee TMS como referencia, pero tales

efectos son probablemente pequeños. Sin embargo, la mayoŕıa de los solutos no son

simétricamente esféricos, y consecuentemente ocurrirán además cambios diferencia-

les más marcados en los corrimientos qúımicos. En este caso, además, los protones

qúımicamente distintos en la misma molécula estarán afectados de diferentesmodos.

Se debe advertir que esto puede implicar que haya cierta orientación preferencial entre

soluto y solvente, pero no implica necesariamente ninguna atracción positiva entre

las moléculas (pueden haber simplemente repulsiones estéricas). Frecuentemente es

posible hacer uso de tales efectos de solvente para separar las señales superpuestas

en un espectro RMN y facilitar su análisis. Para este propósito, los mejores solven-

tes probablemente son benceno (que en general causa corrimientos qúımicos de baja

frecuencia, relativos a TMS, debido a protones del soluto que se ubican por encima

o por debajo del plano del benceno), o acetona (causando generalmente corrimien-

tos de alta frecuencia debido a protones de soluto que se encuentran en el plano del

esqueleto del átomo pesado de la acetona).

c) Interacciones espećıficas. La interacción qúımica entre soluto y solvente,

o entre dos diferentes solutos en la misma solución, causarán claramente cambios

en el corrimiento qúımico. Las especies unidas intermolecularmente por enlaces de

hidrógeno proveen ejemplos de tal efecto. Se invoca con frecuencia la información

que provee la RMN para mostrar que la interacción qúımica ocurre. Cualquier tipo

de formación de un complejo débil puede ser estudiado por RMN. De hecho, no
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hay distinción clara entre “formación de un complejo” por un lado y “orientación

preferida” por el otro. Las mediciones de una “enerǵıa de asociación” se vuelven

dif́ıciles de interpretar cuando estas son pequeñas (menores que 20 KJ/mol) y las

sugerencias de una geometŕıa para el complejo son poco fiables cuando es probable

obtener un amplio rango de conformaciones con enerǵıas similares. En muchos casos

se puede hablar en términos de un complejo, y se hace posible obtener corrimientos

qúımicos de tales complejos inclusive cuando estos no se pueden aislar.

2.5.1. Modelos para la inclusión de solvente

Los efectos de solvatación generalmente se tienen en cuenta en los cálculos utilizan-

do las siguientes tres técnicas mejor comprobadas: a) modelo continuo del medio, b)

modelo de supermolécula y c) modelo mixto. El modelo continuo (solvente impĺıcito)

implica la consideración qúımico-cuántica de una sóla molécula o fragmento mole-

cular rodeado por un medio dieléctrico homogéneo y continuo. En la mayoŕıa de los

casos, los efectos del solvente en los cálculos de RMN se toman en cuenta utilizando

el esquema del Modelo del Continuo Polarizable del Formalismo de la Ecuación In-

tegral de Tomasi (IEF-PCM) que a menudo se denomina simplemente PCM. [175–177]

La idea del modelo PCM es bastante simple: el efecto del solvente se simula como

una dispersión de distribución de carga aparente en la superficie de la cavidad (en

la que se halla el soluto o molécula de interés) sin tener en cuenta las interacciones

soluto-solvente a distancias cortas (los llamados efectos no electrostáticos), de modo

que todos los efectos del solvente calculados dentro del esquema PCM no tienen en

cuenta ningún efecto de solvatación espećıfico. Este modelo funciona bastante bien

cuando no existan interacciones intermoleculares espećıficas de soluto-solvente. En el

método de las supermoléculas (modelo del solvente expĺıcito), que es más intensivo

en recursos computacionales, se calculan de forma expĺıcita complejos intermolecu-

lares compuestos por la molécula considerada y varias moléculas de disolvente que

interactúan con él. En algunos casos también es posible realizar una combinación de

ambos métodos de inclusión de los efectos del solvente. Aqúı el sistema soluto-solvente
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expĺıcito (supermolécula), es decir la molécula de interés junto con las moléculas de

solvente expĺıcito, se hallan en la cavidad formada por el modelo de solvente impĺıci-

to. De esta manera se tienen en cuenta las interacciones moleculares entre soluto y

solvente, a la vez que se aprovechan las ventajas computacionales que tiene el modelo

de solvente continuo. [178–180]
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Caṕıtulo 3

Propiedades magnéticas en bases

nitrogenadas del ADN

El propagador de polarización al segundo orden de aproximación es uno de los

métodos más precisos que se encuentran disponibles para el cálculo de propiedades

magnéticas moleculares, siempre y cuando se empleen bases de funciones de gran

tamaño. [54–56,181]

Por otro lado, otra cuestión a ser tenida en cuenta es la inclusión de la corre-

lación electrónica, especialmente para el cálculo de tensores de apantallamiento con

gran precisión en moléculas con múltiples enlaces. [182] Este aspecto también tiene

importancia en el caso de apantallamientos y acoplamientos J para los carbonos in-

volucrados en enlaces múltiples, especialmente cuando están enlazados a átomos de

nitrógeno y ox́ıgeno. [109,183,184] Para los sistemas estudiados en esta tesis, el número de

átomos que pertenece a cada base nitrogenada es más grande que el número máximo

que se puede considerar para la realización de cálculos precisos a nivel SOPPA, aun-

que factibles comparados con otros métodos o niveles de teoŕıa de referencia, como

por ejemplo el de clústeres acoplados (coupled-cluster, CC). Se sabe que los cálculos a

nivel SOPPA son menos costosos que a nivel CC, lo que convierte al método SOPPA

en una alternativa válida para la evaluación de propiedades magnéticas de sistemas

con un número no despreciable de átomos. [181,185,186]

51
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No obstante, el esfuerzo computacional requerido para llevar a cabo cálculos de

tal magnitud es enorme, y por lo tanto en ocasiones se tornan irrealizables. Teniendo

en cuenta dicha restricción, se debe encontrar el número de átomos que pueden ser

tratados, y por lo tanto el número de funciones de la base de funciones que pueden ser

utilizadas. Es por ello que se requiere la exploración de metodoloǵıas alternativas que

hagan factible la obtención de resultados de cálculos precisos de propiedades molecu-

lares en sistemas de tamaño creciente y con requerimiento computacional aceptable.

En este caṕıtulo se exploran diferentes metodoloǵıas y niveles de teoŕıa aplicados

al cálculo de propiedades magnéticas en bases nitrogenadas del ADN. En particular,

los estudios se centraron en la timina y la adenina. Se intenta validar los resultados

obtenidos mediante el uso de teoŕıa del funcional de la densidad, DFT, comparándolos

con aquellos obtenidos mediante propagadores de polarización al segundo orden de

aproximación, SOPPA, sobre la timina. Se evalúan además las regiones que deben ser

analizadas a un mejor nivel teórico y que deben ser tratadas con un esquema de bases

localmente densas. Además, a modo de segunda instancia de validación, se comparan

los resultados obtenidos con los valores experimentales que figuran en la bibliograf́ıa.

3.1. Niveles de teoŕıa y detalles computacionales

En los últimos años la DFT ha logrado gran popularidad y un crecimiento expo-

nencial en su uso, debido principalmente a sus excelentes resultados en lo que se refiere

al balance entre precisión y bajo costo computacional. Sin embargo su precisión está

ı́ntimamente ligada a la correcta elección del funcional, y las propiedades magnéticas

no escapan a tal condición. Es por ello que se han hecho pruebas a nivel DFT, con el

entendimiento de que la elección del funcional de correlación e intercambio es cŕıtica

para los cálculos de apantallamientos magnéticos en sistemas que poseen enlaces de

hidrógeno, aún cuando esta situación no se presenta en todos los casos. [187]

Teniendo en cuenta además que este es sólo un primer paso hacia la explora-

ción de sistemas de gran tamaño, se buscaron alternativas adicionales para reducir
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aún más los costos computacionales. En este sentido se optó por aplicar un esquema

LDBS. [67–69] Mediante la aplicación de este esquema se pueden describir las propieda-

des magnéticas de diferentes regiones dentro de una molécula con diferentes precisio-

nes, mediante la elección adecuada de las regiones y el tamaño de la base empleada

en cada una. Es aśı que se pueden obtener resultados precisos y comparables a los

casos en que se utiliza el mismo conjunto para todos los átomos del sistema, con la

ventaja de hacerlo introduciendo una reducción importante en el costo computacional

asociado.

Este estudio particular se inició con la evaluación del desempeño de la combi-

nación de diferentes funcionales de la DFT y de bases de funciones, aplicadas a la

determinación de apantallamientos y acoplamientos indirectos J en la base nitroge-

nada timina de forma aislada. La aproximación SOPPA se aplicó solamente al cálculo

del apantallamiento de los átomos de nitrógeno (N3) e hidrógeno (H3) que se encuen-

tran afectados a la formación del enlace de hidrógeno entre adenina y timina cuando

forman un par (ver Figura 3.1a). Los cálculos se llevaron a cabo empleando bases de

funciones gaussianas [188,189] y de Dunning [190–193].

En todos los cálculos a nivel SOPPA se aplicó el esquema que consiste en ubicar

el origen de Gauge en cada uno de los átomos de interés. Para los cálculos DFT

se emplearon tanto orbitales London como orbitales GIAO (gauge-including atomic

orbitals), de manera de garantizar la independencia de los resultados respecto del

origen del gauge. [194–196]

En lo concerniente a los conjuntos de base seleccionados, se utilizaron bases de

Pople (6-31G [188], 6-311G(2df,2pd) [189]) y bases consistentes con la correlación de

Dunning y colaboradores: cc-pVXZ (X = T, Q) [190,191], sus variantes aumentadas:

aug-cc-pVXZ (X = T, Q) [192] y sus bases mejoradas a través de la inclusión del core:

cc-pCVXZ y aug-cc-pCVXZ (X = T, Q). [193]

Las geometŕıas de las bases nitrogenadas fueron optimizadas sin restricciones a

nivel DFT/B3LYP/cc-pVTZ, corroborando la correspondencia con un mı́nimo en la

superficie de enerǵıa potencial a través de la ausencia de frecuencias vibracionales
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Figura 3.1: Pares de bases de ADN a) Adenina-Timina (AT) y b) Guanina-Citosina

(GC).

negativas. Los cálculos tanto de las optimizaciones geométricas como de las propie-

dades magnéticas se llevaron a cabo mediante el código DALTON en sus versiones

2013, 2015 y 2016. [197]

3.2. Parámetros espectroscópicos de la RMN en

timina

En esta sección se comparan valores de parámetros espectroscópicos obtenidos

a nivel DFT y a nivel SOPPA, con el objeto de decidir qué funcional produce los

resultados más confiables en combinación con una base dada.

Se sabe de la gran dependencia que existe entre la calidad de la base de funciones

escogida y los cálculos a nivel SOPPA. [198] Sin embargo, los resultados obtenidos
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indican que esta relación cobra mayor relevancia en los sistemas que aqúı se estudian.

En la Tabla 3.1 puede observarse que los valores de apantallamientos de N3 y H3

en la timina (ver Fig. 3.1) se tornan cada vez más pequeños, conforme aumenta el

tamaño de la base empleada. En el caso particular de σ(N3), los cálculos con las bases

cc-pVTZ y aug-cc-pCVTZ exhiben resultados cuya diferencia se ubica en alrededor

de 40 ppm. Un comportamiento similar se encuentra para σ(H3), en cuyo caso la

variación es cercana al 60 %.

Tabla 3.1: Apantallamientos magnéticos de N3 y H3 en timina, calculados a nivel

SOPPA empleando diferentes bases de funciones gaussianas. Todos los valores están

expresados en partes por millón (ppm).

cc-pVTZ aug-cc-pVTZ cc-pVQZ cc-pCVTZ aug-cc-pCVTZ

σN3 138.69 128.66 106.16 104.77 96.28

σH3 60.02 52.14 33.91 30.52 23.13

Otro aspecto a ser tenido en cuenta y que también se desprende de la Tabla 3.1

es que se necesita describir al core del átomo con una precisión superior a lo habitual

en este monómero. Cuando los átomos diferentes al hidrógeno se hallan descriptos

utilizando la base cc-pVTZ o la base cc-pCVTZ, el valor de σ(N3) vaŕıa en 34 ppm.

Este comportamiento se asemeja al obtenido cuando se emplean bases aumentadas.

En la Figura 3.2 se puede ver la interdependencia que existe entre los compor-

tamientos de N3 y H3 en cuanto a sus valores de apantallamiento, evaluados a nivel

SOPPA.

Las siguientes funcionales DFT fueron seleccionadas para comparar sus resulta-

dos con los obtenidos al nivel SOPPA: B3LYP [49,50], BHANDHLYP [51], KT2 [52] y

KT3 [53]. Nuevamente aqúı se deben poner en la balanza dos factores fundamentales:

la precisión y la factibilidad.

Se analizó en primer término el desempeño de las funcionales arriba mencionadas
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Figura 3.2: Influencia del conjunto de base sobre apantallamientos de N3 y H3 de

timina, calculados a nivel SOPPA.

combinadas con diferentes bases de funciones en timina. En estos cálculos se aplicó el

mismo tipo de base para todos los átomos que conforman la molécula. Los resultados

se dan en la Tabla 3.2.

Las principales diferencias en los valores de los apantallamientos se hacen más

evidentes para aquellos átomos distintos del hidrógeno. En el caso de B3LYP, los

valores de σ(N3) se reducen cuando se utilizan las mejores bases de funciones. Se

observa el mismo comportamiento para σ(H3). Para el caso del carbono C2, su valor

de apantallamiento se vuelve menos diamagnético (alrededor de 15 %) cuando se

cambia la base de cc-pVTZ a cc-pCVTZ. En el caso de σ(C2) la variación es ' 30 %,

siendo similar a lo que ocurre cuando la base cambia de cc-pVTZ a cc-pVQZ. Por

último, σ(C4) vaŕıa desde 17.16 ppm a 11.47 ppm cuando la base cambia de cc-pVTZ

a aug-cc-pCVTZ.

A partir de este análisis de los apantallamientos en timina se puede suponer

que, para el conjunto de átomos estudiados (se considera que ellos representan el

comportamiento de todos los demás en la timina), la base cc-pVTZ comúnmente

usada no es lo suficientemente buena y, por lo tanto, se debe utilizar como mı́nimo

la base cc-pCVTZ.
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Tabla 3.2: Cálculos de σ (en ppm) y acoplamientos J (en Hz) para timina empleando

diferentes funcionales y bases de funciones. Los resultados obtenidos empleando el

esquema LDBS se hallan entre paréntesis.

Funcional σ(N3) σ(H3) σ(C2) σ(C4) J(N3-H3)

cc-pVTZ B3LYP 82.34 24.77 30.92 17.16 -83.48

BHANDHLYP 92.47 24.68 30.80 17.18 -90.17

KT2 93.77 24.71 48.48 36.55 -78.62

KT3 94.58 24.86 49.02 36.96 -81.47

aug-cc-pVTZ B3LYP 81.24 (81.17) 24.45 (24.44) 30.58 (30.49) 16.52 (16.65) -91.75 (-91.33)

BHANDHLYP (91.26) (24.38) (30.71) (16.75) (-98.02)

KT2 93.33 (93.25) 24.37 (24.35) 48.54 (48.36) 36.29 (36.35) -87.10 (-86.56)

KT3 93.94 (93.83) 24.54 (24.51) 49.08 (48.87) 36.83 (36.83) -90.35 (-89.78)

cc-pVQZ B3LYP 76.59 (76.94) 24.46 (24.49) 25.35 (25.53) 11.21 (11.36) -87.11 (-87.19)

BHANDHLYP (87.65) (24.43) (26.46) (12.30) (-94.80)

KT2 89.79 (90.20) 24.39 (24.41) 44.68 (44.89) 32.45 (32.62) -83.73 (-83.79)

KT3 90.48 (90.83) 24.56 (24.58) 45.39 (45.54) 33.19 (33.25) -87.36 (-87.40)

aug-cc-pVQZ B3LYP 75.88 (76.03) 24.35 (24.36) 25.12 (25.05) 10.56 (10.78) -85.92 (-86.27)

BHANDHLYP (86.76) (24.29) (26.10) (11.82) (-93.94)

KT2 89.04 (89.23) 24.27 (24.27) 44.03 (44.31) 31.75 (31.94) -84.42 (-84.11)

KT3 89.58 (89.75) 24.44 (24.44) 44.61 (44.93) 32.27 (32.53) -87.99 (-87.70)

cc-pCVTZ B3LYP 78.79 (78.76) 24.79 (24.79) 26.64 (26.63) 12.39 (12.38) -85.85 (-85.79)

BHANDHLYP (89.90) (24.69) (27.73) (13.62) (-92.32)

KT2 88.32 (88.26) 24.73 (24.73) 42.03 (42.03) 29.50 (29.50) -92.72 (-92.65)

KT3 88.81 (88.74) 24.89 (24.88) 42.35 (42.35) 29.75 (29.75) -93.83 (-93.76)

aug-cc-pCVTZ B3LYP 77.28 (77.23) 24.47 (24.46) 25.73 (25.71) 11.47 (11.52) -85.90 (-85.37)

BHANDHLYP (88.38) (24.40) (27.04) (12.85) (-91.73)

KT2 86.80 (86.75) 24.39 (24.38) 41.14 (41.10) 28.61 (28.65) -92.68 (-92.15)

KT3 87.31 (87.24) 24.55 (24.54) 41.46 (41.41) 28.90 (28.92) -93.70 (-93.20)

cc-pCVQZ B3LYP 74.78 (75.08) 24.58 (24.61) 23.12 (23.17) 8.79 (8.82) -85.57 (-85.47)

BHANDHLYP (86.37) (24.52) (24.55) (10.17) (-92.39)

KT2 85.24 (85.57) 24.49 (24.52) 39.65 (39.69) 27.09 (27.12) -85.97 (-85.85)

KT3 85.70 (85.97) 24.67 (24.69) 39.99 (40.03) 27.40 (27.41) -88.99 (-88.85)

aug-cc-pCVQZ KT2 84.64 (84.62) 24.33 (24.35) 39.34 (39.30) 26.74 (26.75) -85.92 (-85.79)

KT3 84.97 (85.00) 24.49 (24.51) 39.67 (39.64) 27.06 (27.04) -89.02 (-88.89)
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Tabla 3.3: Resultados de acoplamientos J calculados en timina usando los niveles

de teoŕıa DFT-B3LYP, DFT-KT3 y SOPPA junto con la base cc-pVTZ. Todos los

valores se encuentran expresados en Hz.

C4-N3 N3-H3 C2-N1 N1-H1

B3LYP -8.11 -83.48 -20.21 -89.50

KT3 1.73 -81.47 -9.33 -88.72

SOPPA -8.89(-9.31)a -83.73 -20.59 -88.98
a El valor entre paréntesis fue calculado a nivel SOPPA/aug-cc-pCVTZ.

En la Tabla 3.3 se puede apreciar que el desempeño de la funcional B3LYP con

la base que se detalla es una buena opción para el cálculo de acoplamientos J . Este

hecho se desprende de la comparación con los resultados obtenidos a nivel SOPPA

de aproximación. Otro resultado importante es que el valor de J(N3-H3) está casi

saturado en cuanto a la mejora de la base, para la base aug-cc-pCVQZ (-85.92 Hz)

o equivalentemente para cc-pCVTZ (-85.85 Hz). En el caso de J(C4-N3) = -9.31

Hz a nivel SOPPA/aug-cc-pCVTZ, se acerca al valor calculado con cc-pVTZ (Tabla

3.3). Queda claro además que el funcional KT3 no describe de manera adecuada los

acoplamientos J(C-N).

Vale la pena mencionar que, si bien el comportamiento de los resultados obtenidos

con el funcional BHANDHLYP (tal como ocurre con KT2 y KT3) es similar al que

se obtiene con B3LYP, los tiempos de cálculo demandados por los funcionales KT2

y KT3 son mucho menores (alrededor del 40 % menores).

A continuación se evalúan las regiones de la molécula que deben ser descriptas a

un nivel mayor que aquel utilizado para todo el sistema, mediante la aplicación de un

esquema LDBS [67–69]. Se pueden distinguir dos regiones bien delimitadas dentro de las

bases nitrogenadas: las que están dentro del cuadro con ĺınea de puntos (ver Fig. 3.1),

descriptas con la base de funciones que se detalla en la Tabla 3.2; y otra región por

fuera de la mencionada anteriormente, descripta con la base cc-pVTZ para átomos
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Tabla 3.4: Apantallamientos y corrimientos qúımicos en 9-metil adenina y timina a

nivel de teoŕıa KT3/cc-pCVTZ. Valores en ppm.

σ δa δbexp. δc δdexp.

9-Me-adenina

N1 14.69 249.81 236.10 -150.49 -144

N3 20.40 244.10 226.10 -156.20 -157

N6 182.21 82.29 81.10 -318.01 -297

C2 36.92 151.18 152.35

C6 37.88 150.22 155.83

H2 23.62 7.22 8.14

timina

N1 119.54 -255.34 -236

N3 88.81 -224.54 -224

aValores obtenidos usando TMS como referencia para hidrógeno y carbono, y NH3

para nitrógeno. bValores experimentales tomados de Ref. 33 (se tomó como referencia

TMS para H y C, y NH3 para N). cValores obtenidos usando nitrometano como

referencia. dValores experimentales tomados de Ref. 39 (donde se usó nitrometano

como referencia para N).

distintos del hidrógeno, y 6-31G para el caso de hidrógenos. El criterio de selección

de las regiones se basa en la inclusión de la menor cantidad de átomos descriptos al

mayor nivel, sin que por ello vaŕıe apreciablemente el valor obtenido cuando el sistema

completo se describe con la misma base. Los resultados de los cálculos obtenidos

empleando el esquema LDBS se presentan entre paréntesis en la Tabla 3.2. Esta

metodoloǵıa dio lugar a una reducción apreciable en el costo computacional asociado

a este tipo de cálculos.
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Con este análisis se obtienen las condiciones adecuadas para seleccionar la com-

binación de funcional y base de funciones para luego ser usado en sistemas de gran

tamaño. Luego de la evaluación de los resultados obtenidos y en base a criterios de

convergencia, saturación, precisión y tiempo demandado para los cálculos, se decidió

utilizar la combinación funcional-base KT3/cc-pCVTZ como la mejor opción del ni-

vel de teoŕıa a ser empleado para el cálculo de apantallamientos, en conjunto con las

mejoras en cuanto a rendimiento computacional que introduce el uso del esquema de

bases localmente densas. Para probar el desempeño de esta combinación de funcional-

base, se compararon resultados de corrimientos qúımicos calculados con corrimientos

qúımicos experimentales tomados de la bibliograf́ıa (Tabla 3.4). Sin embargo, para

el cálculo de acoplamientos indirectos, el funcional a emplear será B3LYP dada la

dificultad del KT3 para reproducir en forma adecuada los acoplamientos J(C-N).

3.3. Parámetros espectroscópicos de la RMN en

AT y GC

Se introduce en esta sección el análisis de los apantallamientos magnéticos de

átomos seleccionados que pertenecen a la región que participa más activamente de

las interacciones por enlace de hidrógeno entre dos bases nitrogenadas. Las estructuras

geométricas de los monómeros, junto con los pares adenina-timina y guanina-citosina,

fueron optimizadas sin restricciones en los parámetros geométricos. Los cálculos de

apantallamientos magnéticos fueron realizados a nivel DFT (KT3//cc-pCVTZ/cc-

pVTZ/6-31G, donde el primer conjunto de funciones de la base se aplicó a la región

de interés, mientras que el segundo conjunto se aplicó a las regiones de menor interés.

Además, para los átomos de hidrógeno pertenecientes a esta segunda región, se empleó

una base 6-31G. En todos los casos se empleó el esquema LDBS. En las Tablas 3.5 y

3.6 se exponen los valores de los apantallamientos y corrimientos qúımicos calculados.

Tanto el hidrógeno H3 de timina como el hidrógeno H6 de adenina (Tabla 3.5)

exhiben valores de corrimiento qúımico teóricos cercanos a los valores experimentales.
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Lo mismo ocurre para los carbonos C2. Sin embargo, en el caso de átomos de nitrógeno

se producen diferencias de alrededor del 10 %, lo que está de acuerdo con lo que se

mencionó al inicio de este caṕıtulo. Únicamente se incluyeron los apantallamientos

de nitrógenos involucrados en el EH, N1· · ·H3-N3 y N6-H6· · ·O4. Sólo los valores de

nitrógenos que actúan como donadores vaŕıan apreciablemente cuando se consideran

las diferencias entre monómeros (adenina y timina) y el d́ımero AT. Para el caso de

timina, σ(N3) vaŕıa de 88.81 ppm (monómero) a 81.08 ppm (d́ımero); para adenina los

valores de σ(N6) son 181.78 y 171.86 ppm, respectivamente. En este último monómero,

el comportamiento de σ(N1) es similar al de un átomo aceptor, de modo que se vuelve

más apantallado luego de que se formara el par. Su valor de apantallamiento vaŕıa

desde 13.41 ppm a 28.95 ppm.

Por otro lado, dos de los tres átomos de hidrógeno que se consideran, el H6 que

pertenece a adenina y el H3 de la timina, exhiben una gran reducción de sus apanta-

llamientos: de 27.19 ppm a 22.43 ppm y de 24.89 a 17.06 ppm, respectivamente. Este

comportamiento se relaciona con el desapantallamiento (deshielding) que usualmente

muestra un hidrógeno que pertenece a un EH. El apantallamiento del hidrógeno H2

de adenina no vaŕıa, puesto que no forma parte de un EH.

El desapantallamiento de los hidrógenos H6 y H3 es tal que el mayor efecto se

observa en H3 (su desapantallamiento es de 31.46 %), siendo el desapantallamiento

del hidrógeno H6 de sólo la mitad del correspondiente al hidrógeno H3 (17.51 %). Esto

significa que el hidrógeno que pertenece a la interacción homonuclear N1· · ·H3-N3 está

más desapantallado que el hidrógeno que pertenece a la interacción heteronuclear, N6-

H6· · ·O4.

De esta manera se encuentra que la proporción de desapantallamiento de los

hidrógenos que pertenecen a un EH, está relacionada con la fortaleza de la interacción

por enlace de hidrógeno. [6] Es aśı que la fortaleza del enlace al que pertenece H3, el

cual está desapantallado en un 31.46 %, es más grande que aquel al que pertenece H6,

desapantallado en un 17.51 %.

En general el apantallamiento que experimentan los carbonos C2 de adenina y C2
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de timina es muy pequeño. Sin embargo, los carbonos C6 de adenina y C4 de timina

están ubicados en posiciones particulares de la molécula. Ambos carbonos forman

parte de la estructura vecina a un EH, y por lo tanto están desapantallados, aunque

el carbono C4 en mayor proporción. La razón por la cual ocurre esto es que el carbono

C6 está enlazado al nitrógeno N6, que está desapantallado, y al nitrógeno N1, más

apantallado. Por otro lado el carbono C4 está unido al nitrógeno N3, el cual está

desapantallado más que el nitrógeno N6 de adenina.
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Para el caso del par guanina-citosina, se analizan en mayor detalle los cuatro

nitrógenos que pertenecen a los tres enlaces de hidrógeno: N1-H1· · ·N3, N2-H2· · ·O2

y O6· · ·H4-N4. Del mismo modo que para el par adenina-timina, aquellos nitrógenos

que se comportan como donadores en una interacción de hidrógeno heteronuclear su-

frirán una reducción de sus apantallamientos cuando se comparan entre śı los valores

correspondientes en los monómeros y en el d́ımero. El apantallamiento del nitrógeno

N2 de guanina vaŕıa de 186.92 ppm a 177.57 ppm; y para el nitrógeno N4 de citosina

vaŕıa de 172.72 ppm to 148.79 ppm, siendo ambos nitrógenos parte de las interaccio-

nes heteronucleares. Por otro lado el nitrógeno N1 de guanina vaŕıa de 98.31 ppm a

100.48 ppm y nuevamente su comportamiento es similar al de un donador pertene-

ciente a una interacción homonuclear. En el caso de un nitrógeno aceptor, el valor de

apantallamiento para el nitrógeno N3 de citosina cambia de 27.00 ppm a 45.63 ppm,

siguiendo el comportamiento t́ıpico de átomos similares en el par AT.

Se analiza ahora lo que sucede para los átomos de hidrógeno, H1 y H2 de guanina

y H4 de citosina, que participan de la formación de tres EH intermoleculares en

el par GC. Es esta la razón por la que los tres hidrógenos están desapantallados.

Las proporciones son las siguientes: para el hidrógeno H1 la variación es de 24.87 %;

19.16 % para el hidrógeno H2 y 27.60 % para el hidrógeno H4. El comportamiento de

los apantallamientos en este d́ımero es diferente a los del de AT, dado que presentan

una gran proporción de cambio en interacciones homonucleares. Sin embargo en el

caso de interacciones heteronucleares como O6· · ·H4-N4, la variación es aún mayor.

Del mismo modo que para AT, se puede relacionar nuevamente el porcentaje de

desapantallamiento de los hidrógenos con la fortaleza del enlace de hidrógeno en el

que participan. Aplicando este criterio se puede establecer un orden para cada una

de estas interacciones: N2-H2· · ·O2 < N1-H1· · ·N3 < O6· · ·H4-N4, lo que coincide con

resultados anteriores. [6]

En lo concerniente a los átomos de carbono, puede verse que los carbonos C2

y C6 de guanina y C2 y C4 de citosina, están localizados entre los tres centros en

los cuales se establecen las interacciones de hidrógeno, de modo que experimentan
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gran actividad electrónica. Estos cuatro carbonos sufren desapantallamiento cuando

se forma el par GC, siendo los carbonos C6 de guanina y C4 de citosina los más

influenciados debido a la proximidad de los sitios en los que ocurren las mayores

variaciones de los apantallamientos.



Caṕıtulo 4

Influencia del apilamiento π − π

sobre los parámetros magnéticos

en fragmentos de ADN

En este caṕıtulo se analiza lo observado en sistemas que contienen más de un par

de bases nitrogenadas, es decir un número reducido de pares apilados por arriba y

por debajo de un par central, el cual, como se verá más adelante, se tomará como

testigo de los cambios que sufren los parámetros magnéticos al incrementar el tamaño

del fragmento de ADN.

4.1. Modelos empleados

Con el objeto de poder comparar los valores de parámetros espectroscópicos cal-

culados con valores experimentales, se buscó trabajar con estructuras más realistas

a las que podŕıan obtenerse a partir de sistemas construidos y optimizados. En es-

te sentido, fue necesario un fragmento de ADN de doble hebra en su conformación

más estable. Otra caracteŕıstica buscada fue la posibilidad estudiar las diferencias

existentes entre fragmentos ricos en secuencias de pares AT y en secuencias GC. En

base a estas consideraciones, se eligió un fragmento de ADN extráıdo del Protein

67
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Data Bank (PDB ID: 1BNA), correspondiente a la estructura cristalina de un do-

decámero de doble cadena de B-ADN, cuya secuencia de nucleótidos es la siguiente:

5’ d(CGCGAATTCGCG) 3’. Se tomaron pequeños fragmentos de este dodecámero

para los primeros estudios.

Con el fin de hacer posible su tratamiento, se eliminaron todos los azúcares y

grupos fosfato, reemplazándolos por átomos de hidrógeno. La estructura geométrica

del dodecámero se mantuvo sin modificaciones.

De la secuencia de bases pertenecientes al dodecámero, se puede fácilmente obte-

ner la secuencia de la cadena complementaria. De esta manera, a fin de mostrar de

manera más sencilla cómo aparecen los pares de bases en el sistema de partida, se

presenta el siguiente esquema:

Par de bases 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Cadena principal C G C G A A T T C G C G

Cadena complementaria G C G C T T A A G C G C

Debido a que el par adenina-timina contiene dos EH y el par guanina-citosina

contiene tres, se seleccionaron dos tipos de fragmentos, según fueran más ricos en pares

GC o AT. De este modo se consideraron las secuencias CGCGA (correspondiente a

los pares 12345) y AATTC (que corresponde a los pares 56789).

Dado que el interés está focalizado en un sólo par que se utiliza como testigo de

lo que ocurre en un determinado fragmento, se eligió el par central del fragmento

CGCGA, identificado como par 3, y el par central del fragmento AATTC, identifi-

cado como 7. Este par central es el mismo para las secuencias que contienen tres y

cinco pares, ya que de hecho las secuencias más pequeñas (con tres pares) se extraen

del centro de los fragmentos de cinco pares. De este modo, la secuencia GCG se

corresponde con los pares 234, en tanto que ATT se corresponde con los pares 678.

Se estudiaron las propiedades magnéticas del par central en tres sistemas diferentes

para cada tipo de fragmento: a) cuando el par central se halla aislado; b) cuando el



Influencia del apilamiento π − π sobre parámetros magnéticos 69

par central se halla en el centro de la secuencia de tres pares y c) cuando el par central

se halla en el centro de cinco pares.
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ró
ge

n
os

añ
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4.2. Niveles de teoŕıa y detalles computacionales

En el caṕıtulo anterior se presentaron las metodoloǵıas y niveles de teoŕıa más

apropiados para que fueran suficientemente confiables los resultados de los cálculos de

los parámetros magnéticos aplicados a los sistemas de nuestro interés. Tal discusión

nos condujo a decidir que el nivel de teoŕıa más apropiado es DFT con un funcional

KT3 y un esquema de bases localmente densas. Para ello se diferenciaron las regiones

que requieren mejores descripciones de aquellas que no, y se propuso utilizar los

conjuntos cc-pCVTZ/cc-pVTZ/6-31G (donde los hidrógenos de la segunda región

fueron descriptos con la base 6-31G), ordenados en función de la importancia de la

región a ser descripta. Este es el esquema adoptado en el estudio presentado en este

caṕıtulo para la determinación de apantallamientos.

No obstante, con el objeto de evaluar cuán importantes son los efectos de dis-

persión sobre los parámetros espectroscópicos, se empleó el funcional B97 [85] y su

equivalente con inclusión de correcciones por dispersión B97-D [57]. Por otro parte,

para el caso de los acoplamientos indirectos entre espines nucleares se optó por em-

plear el funcional B3LYP junto con una base 6-311G(2df,2pd); este esquema es similar

al empleado por Marek y coautores [33]. Se incluye además el estudio de acoplamientos

para los pares AT y GC optimizados a nivel B3LYP/cc-pVTZ.

4.3. Apantallamientos magnéticos

En la Tabla 4.1 se presentan valores de apantallamientos y corrimientos qúımicos

para el par AT en los tres sistemas mencionados anteriormente: a) cuando AT se

encuentra aislado (lo que corresponde sólo al par 7), b) cuando AT se halla en el

centro de la secuencia de tres pares (ATT o pares 678) y c) cuando AT se encuentra

en la secuencia de cinco pares (AATTC o pares 56789). Puede observarse que el

nitrógeno N6 de adenina es el más sensible a los cambios del entorno, al pasar del

sistema a) al b).
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T
ab

la
4.

1:
A

p
an

ta
ll
am

ie
n
to

s
m

ag
n

ét
ic

os
y

co
rr

im
ie

n
to

s
q
ú
ım

ic
os

en
el

p
ar

A
T

(e
n

p
p
m

)
ca

lc
u
la

d
os

a
n
iv

el
K

T
3/

/c
c-

p
C

V
T

Z
/c

c-
p
V

T
Z

/6
-3

1G
d
e

te
oŕ
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Su apantallamiento cambia de 174.87 ppm a 170.63 ppm. Cuando se suman más

pares al sistema por arriba y debajo del par central (par 7), se observa un pequeño

cambio, aunque si se comparan los valores de los fragmentos con los del par aislado,

el cambio que se produce es mucho más importante.

De la misma manera se observa que el valor de σ(C6) en la adenina se incrementa,

junto con los valores de σ(C2) y σ(C4) en la timina al considerar las estructuras más

complejas. Esto ocurre principalmente cuando se evaluan los apantallamientos del

par aislado y posteriormente se comparan con los valores en el fragmento ATT. La

diferencia nuevamente se incrementa al comparar el par AT aislado y cuando forma

parte del fragmento AATTC.

Por otro lado, el patrón de comportamiento de σ(C2) en adenina es diferente. El

apantallamiento de este carbono cambia de 38.04 ppm a 36.05 ppm cuando se pasa del

par aislado al par que forma parte del fragmento AAT, respectivamente. Sin embargo,

en lugar de continuar disminuyendo su valor al considerar el fragmento AATTC, este

apantallamiento aumenta. En el caso de átomos de hidrógeno, sólo el H3 de timina

es más sensible a los combios en el entorno. Esto queda claro para apantallamientos

en el par aislado y cuando se halla dentro del fragmento AATTC.

Los apantallamientos de átomos pertenecientes al par GC se presentan en la Tabla

4.2. Tal como se explicó para el caso del par AT, se pueden analizar los valores del

apantallamiento en el sistema aislado (que se corresponde con el par 3), en la secuencia

de tres pares (GCG o pares 234) y en la secuencia de cinco pares (CGCGA o pares

12345).

En general, el apantallamiento en átomos de nitrógeno exhibe diferencias cuando

se pasa del par GC aislado hacia el sistema con GC en el centro de la secuencia

con tres pares, GCG. Los valores de σ(N1) y σ(N2) de guanina presentan la mayores

diferencias: de 105.60 ppm a 102.66 ppm, y de 177.81 ppm a 168.63 ppm, respectiva-

mente.
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Tal como ocurre en fragmentos que contienen un mayor número de pares AT,

en el caso de GC los valores del apantallamiento no vaŕıan en gran medida desde

GCG a CGCGA. Por otra parte, existe una diferencia con los pares AT ya que se

observan apantallamientos en el sistema aislado y en la secuencia de cinco pares que

se comportan de manera opuesta a como lo hacen en la secuencia de tres pares, GCG.

Es necesario remarcar aqúı el hecho de que hay átomos que son más sensibles que

otros al apilamiento o stacking π. En el caso de los carbonos, los átomos C2 de la

guanina y C2 de la citosina son los más sensibles, incluso cuando el primero se halla

más desapantallado. Esto se debe a que el carbono C2 en la citosina se ubica entre

los nitrógenos N1 y N2, los que se encuentran más afectados cuando forma parte del

fragmento GCG.

En el caso de los hidrógenos H1 y H2 de guanina y H4 de citosina, sus apantalla-

mientos tienden a incrementarse desde el par GC aislado hacia el fragmento de cinco

pares.

Con el objeto de sintetizar y ordenar la información que arriba se detalla, se

presenta en la Tabla 4.3 las variaciones de los valores de apantallamientos de átomos

que pertenecen a las bases nitrogenadas en los diferentes sistemas estudiados. La

secuencia considerada en la tabla es: Aislado→ tres pares de bases→ cinco pares de

bases. La información aportada muestra similitudes que deben ser remarcadas.

Es posible ver que átomos equivalentes en bases equivalentes poseen valores si-

milares de apantallamiento; por ejemplo, los carbonos C2 y C4 en timina y citosina,

respectivamente, y los hidrógenos H6 y H2 en adenina y guanina, respectivamente.

Ellos siguen los mismos patrones y sus magnitudes son muy similares.

Los apantallamientos de los átomos de nitrógeno que se comportan como dona-

dores en los EH, como N2 en guanina y N6 en adenina, pueden variar entre 4 y

5 % cuando sus valores son tomados a partir de cálculos de los d́ımeros AT y GC

aislados, o bien de fragmentos de tres pares. Si en cambio estos valores se calculan

para fragmentos de tres y cinco pares de bases, se encuentra que las variaciones son

bastante pequeñas. De modo que los apantallamientos de estos nitrógenos están más
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Tabla 4.3: Patrón de variaciones de los valores de apantallamiento para átomos per-

tenecientes a alguno de los pares.

Secuencia 1 → 3 → 5 1 → 3 → 5

Atomo\Base Timina (σ, ppm) Citosina (σ, ppm)

C2 37.58 → 38.37 → 38.51 38.22 → 38.97 → 39.21

C4 26.34 → 26.94 → 27.31 25.04 → 25.58 → 25.76

H3; H4 17.36 → 17.91 → 18.20 20.19 → 20.83 → 21.01

Atomo\Base Timina (σ, ppm) Guanina (σ, ppm)

H3; H1 17.36 → 17.91 → 18.20 18.69 → 18.71 → 19.01

Atomo\Base Adenina (σ, ppm) Guanina (σ, ppm)

H6; H2 24.83 → 24.81 → 25.07 22.29 → 22.25 → 22.60

C6; C2 35.30 → 36.24 → 36.35 36.06 → 34.68 → 34.96

N6; N2 174.87→ 170.63 → 170.00 177.81 → 168.63 → 168.70

influenciados por el efecto del apilamiento que por efectos cooperativos dentro de

fragmentos de una doble hélice de ADN. Un comportamiento similar se observa para

átomos de carbono unidos a los átomos de nitrógeno antes mencionados.

4.4. Acoplamientos indirectos J

Se realizó el análisis de los acoplamientos J de la RMN en d́ımeros cuyas estructu-

ras geométricas fueron optimizadas, y en los pertenecientes a los fragmentos de ADN

de interés para este trabajo. En el último caso se consideraron tres posibilidades para

el par usado como testigo, del mismo modo que en el caso del análisis de apantalla-

mientos: aislado, en el centro de tres pares de bases apilados y en el centro de cinco

pares de bases apilados.
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Tabla 4.4: Acoplamientos indirectos J (en Hz) para el par adenina-timina a nivel

B3LYP/6-311G(2df,2pd) de teoŕıa.

FC SD PSO DSO Total Exp.a,b

Optimizado J(N6-H6) -90.07 -0.14 -1.51 -0.42 -92.14

J(N1-C2) -4.50 -0.41 4.90 -0.13 -0.14

J(N1-N3) -4.71 -0.06 0.03 -0.01 -4.75

J(N3-C4) -13.44 -0.08 3.18 -0.17 -10.51

J(N3-H3) -80.67 -0.06 -0.91 -0.60 -82.24

Aislado J(N6-H6) -90.70 -0.22 -1.91 -0.39 -93.22 88

J(N1-C2) -6.28 -0.39 4.62 -0.13 -2.18

J(N1-N3) -4.94 -0.04 0.01 -0.01 -4.98

J(N3-C4) -14.48 -0.08 3.07 -0.17 -11.66 10.7c

J(N3-H3) -90.94 -0.18 -0.81 -0.66 -92.59 91c

ATT J(N6-H6) -90.88 -0.24 -1.73 -0.53 -93.38

J(N1-C2) -5.70 -0.41 4.66 -0.17 -1.62

J(N1-N3) -4.88 -0.04 0.03 -0.03 -4.92

J(N3-C4) -14.49 -0.08 3.10 -0.20 -11.67

J(N3-H3) -90.46 -0.18 -0.65 -0.81 -92.10

AATTC J(N6-H6) -90.74 -0.24 -1.70 -0.55 -93.23

J(N1-C2) -5.75 -0.41 4.67 -0.17 -1.66

J(N1-N3) -4.88 -0.04 0.03 -0.03 -4.92

J(N3-C4) -14.53 -0.08 3.10 -0.21 -11.72

J(N3-H3) -90.48 -0.18 -0.62 -0.83 -92.11

aValores experimentales tomados de Ref. 199.

bLas diferencias de signos se deben a que en ocasiones no se pueden determinar de

forma experimental.

cValor experimental correspondiente a uracilo.
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Tabla 4.5: Acoplamientos indirectos J (en Hz) para el par guanina-citosina a nivel

B3LYP/6-311G(2df,2pd) de teoŕıa.

FC SD PSO DSO Total Exp.a,b

Optimizado J(C6-N1) -12.91 -0.17 2.88 -0.15 -10.35

J(N1-H1) -80.27 -0.03 -1.21 -0.60 -82.12

J(N1-N3) -3.53 -0.04 0.03 -0.01 -3.56

J(N2-H2) -86.77 -0.13 -1.53 -0.42 -88.86

J(N4-H4) -85.68 -0.13 -1.05 -0.42 -87.29

Aislado J(C6-N1) -17.02 -0.15 3.02 -0.17 -14.32 7.5

J(N1-H1) -80.06 -0.10 -1.15 -0.67 -81.98 90

J(N1-N3) -4.12 -0.04 0.04 -0.01 -4.13 5.5c

J(N2-H2) -88.54 -0.15 -1.32 -0.46 -90.47 91

J(N4-H4) -90.04 -0.22 -0.91 -0.45 -91.62 86

GCG J(C6-N1) -17.17 -0.14 3.04 -0.20 -14.47

J(N1-H1) -80.20 -0.11 0.90 -0.83 -82.04

J(N1-N3) -4.22 -0.04 0.04 -0.01 -4.23

J(N2-H2) -88.84 -0.17 -1.08 -0.59 -90.68

J(N4-H4) -90.04 -0.22 -0.80 -0.58 -91.64

CGCGA J(C6-N1) -17.24 -0.14 3.07 -0.21 -14.52

J(N1-H1) -80.15 -0.11 -0.88 -0.84 -81.98

J(N1-N3) -4.22 -0.04 0.04 -0.03 -4.25

J(N2-H2) -88.81 -0.18 -1.07 -0.62 -90.68

J(N4-H4) -90.01 -0.22 -0.77 -0.59 -91.59

aValores experimentales tomados de Ref. 199.

bLas diferencias de signos se deben a que en ocasiones no se pueden determinar de

forma experimental.

cValor experimental tomado de Ref. 29.
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Para este parámetro espectroscópico en particular no se estudiaron los efectos de

apareamiento entre bases, es decir, cómo cambia J cuando se consideran primero los

monómeros y luego los d́ımeros. Nos interesó espećıficamente el efecto del apilamiento

sobre J .

Tal como ya se hab́ıa mencionado, el funcional KT3 no logra reproducir adecua-

damente todos los acoplamientos, por lo que el funcional elegido para evaluar este

parámetro deb́ıa ser B3LYP. El cálculo confiable de un acoplamiento indirecto requie-

re un conjunto de bases de gran tamaño. [109] Se ha encontrado que agregar funciones

de polarización o funciones difusas en átomos pesados, y pasar de una base doble a

una triple zeta de valencia, tiene un efecto notable en los acoplamientos calculados

entre átomos enlazados y a través del espacio. Se ha encontrado que el conjunto de

bases 6-311++G(2df, 2pd) o IGLO-III junto al funcional B3LYP proporciona cons-

tantes de acoplamiento en buena concordancia con valores experimentales. [200] Los

errores restantes en el cálculo se atribuyen a la inexactitud del método B3LYP y a la

falta de promedios dinámicos y anarmónicos. [201] En concordancia con este hecho, se

ha empleado un nivel de teoŕıa ya probado por Marek y coautores [33]. En las Tablas

4.4 y 4.5 se presentan resultados de cálculos a nivel de teoŕıa B3LYP/6-311G(2df,2pd)

para los pares AT y GC, respectivamente. Tal como se observa en esas tablas, los va-

lores obtenidos son comparables a los valores experimentales. En el caso de J(N1-H1)

y J(N4-H4) del par GC, los resultados teóricos encontrados por Fiala y coautores [34] se

aproximan mucho a los de esta tesis. La diferencia de signos entre valores calculados

y experimentales, se debe al hecho que en ciertas ocasiones no se puede determinar

el signo del valor de acoplamiento experimental.

En todos los casos, el mecanismo que más contribuye al acoplamiento total J es el

FC. El mecanismo PSO resulta importante para J(N1-C2) y J(N3-C4) en el par AT.

Es interesante observar que el acoplamiento nitrógeno-nitrógeno, donador-aceptor

J(N1-N3), es del mismo rango tanto para AT como para GC: -4.2 Hz y -4.9 Hz,

respectivamente. Sus valores no dependen del apilamiento de pares de bases.

Este último comportamiento se observa para todos los acoplamientos estudiados.
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Sin embargo existe otra información de interés. El valor de J(N3-H3) en timina se

reduce levemente al comparar su valor en el par aislado y en el fragmento de tres y

cinco pares. Por otro lado, el acoplamiento J(N6-H6) de adenina se incrementa suave-

mente al pasar del par aislado al fragmento ATT, y luego desciende en el fragmento

AATTC.

Al considerar los acoplamientos para el par GC, puede notarse un patrón de

comportamiento similar al observado en AT. Tal es el caso de J(N1-H1) y J(N4-H4).

Por otro lado, J(N2-H2) incrementa su valor al considerar GC aislado y luego el

fragmento de tres pares. A partir de alĺı ya no se observan incrementos. Por último,

J(N1-N3) y J(C6-N1) también aumentan sus valores levemente con el apilamiento.

El acoplamiento a un enlace, J(N3-H3), del enlace de hidrógeno en AT, vaŕıa de

-92.6 Hz cuando se encuentra aislado a -92.1 Hz cuando el par pertenece a algún

fragmento. No ocurre algo similar en el acoplamiento equivalente en el par GC.

4.5. Efectos de dispersión sobre σ y J

La influencia de las interacciones de apilamiento π sobre los parámetros espec-

troscópicos requiere la evaluación del desempeño de funcionales que incluyan co-

rrecciones por dispersión en la descripción de estos parámetros. Es por ello que se

realizaron cálculos con el funcional B97 y su equivalente con inclusión de efectos de

dispersión B97-D para los sistemas ricos en pares GC. Los resultados de apantalla-

mientos se exhiben en las Tablas 4.6 y 4.7.
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Tabla 4.6: Apantallamientos magnéticos en el par GC (en ppm) calculados a nivel

B97//cc-pCVTZ/cc-pVTZ/6-31G de teoŕıa.

Guanina Citosina

N1 N2 C6 C2 H1 H2 N4 N3 C4 C2 H4

Aislado 98.55 174.44 21.91 24.50 18.37 22.09 144.12 37.37 12.00 26.98 19.96

GCG 95.47 164.43 21.82 22.71 18.37 22.06 143.04 38.30 12.29 27.53 20.60

CGCGA 95.71 164.54 21.97 23.00 18.69 22.42 143.80 37.87 12.49 27.79 20.81

Tabla 4.7: Apantallamientos magnéticos y corrimientos qúımicos en el par GC (en

ppm) calculados a nivel B97-D//cc-pCVTZ/cc-pVTZ/6-31G de teoŕıa.

Guanina Citosina

N1 N2 C6 C2 H1 H2 N4 N3 C4 C2 H4

Apantallamientos

Aislado 97.03 170.92 24.41 26.96 18.49 22.12 140.34 36.87 15.09 28.98 19.99

GCG 93.72 160.90 24.22 25.21 18.46 22.06 139.35 37.71 15.46 29.56 20.62

CGCGA 93.97 160.97 24.38 25.50 18.77 22.41 140.04 37.32 15.65 29.80 20.81

Corrimiento Qúımico

Aislado 170.78 103.6 163.88 162.89 12.38 8.78 125.15 226.79 172.64 158.54 10.22

GCG 167.47 93.58 163.69 161.14 12.35 8.72 124.16 227.63 173.01 159.13 10.85

Exp. 146-149 72-76 161 156 12-13.6 8-9 94-98 210 166-168 159 8.1-8.8

Puede observarse que los valores calculados con los funcionales B97 y B97-D son

del mismo orden y las diferencias son menores al 5 %, excepto para los carbonos C6 y

C2 de guanina y C4 de citosina. A fin de determinar el desempeño del funcional B97-

D, se lo comparó con el funcional KT3 respecto a valores experimentales por un lado

(Fig. 4.2), y en términos del porcentaje de cambio en los valores de apantallamiento

cuando se pasa del par GC aislado al fragmento GCG (puesto que como ya se dijo, es

cuando se verifican los mayores cambios). Estos porcentajes se presentan en la Tabla

4.8. Los signos positivo y negativo indican si se produce un aumento o disminución
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del apantallamiento, respectivamente. En este sentido ambos funcionales comparados

siguen el mismo patrón de cambio. Por otra parte, aunque en general no se producen

diferencias significativas entre estos valores, es preciso notar la tendencia hacia el

incremento en los cambios de apantallamiento obtenidos con B97-D al pasar del

par aislado al fragmento de tres pares. Esto podŕıa indicar la necesidad de incluir

estudios con este funcional con el fin de lograr mejores descripciones de los efectos de

apilamiento.

Figura 4.2: Comparación de valores experimentales y apantallamientos calculados con

los funcionales KT3 y B97-D para el par GC-aislado.

Tabla 4.8: Porcentajes de cambio en los valores de apantallamiento magnético entre

GC-aislado y GCG (en %) calculados con los funcionales KT3 y B97-D.

Guanina Citosina

N1 N2 C6 C2 H1 H2 N4 N3 C4 C2 H4

KT3 -2.78 -5.16 -0.12 -3.83 -0.11 -0.18 -0.39 +1.84 +2.16 +1.96 +3.17

B97-D -3.41 -5.86 -0.78 -6.49 -0.16 -0.27 -0.71 +2.28 +2.45 +2.00 +3.15

En el caso de los acoplamientos J , los valores calculados con el funcional B97-D se

presentan en la Tabla 4.9. Si bien existen diferencias entre estos valores y los calcula-

dos con B3LYP, puede corroborarse que siguen el mismo patrón de comportamiento
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al considerar el par aislado y los fragmentos de tres y cinco pares. Además se puede

verificar que B97-D se aleja de los valores experimentales a diferencia de B3LYP.

Tabla 4.9: Acoplamientos indirectos J (en Hz) para el par guanina-citosina a nivel

B97-D/6-311G(2df,2pd) de teoŕıa.

FC SD PSO DSO Total Exp.

Aislado J(C6-N1) -16.41 -0.17 2.76 -0.17 -13.98

J(N1-H1) -72.51 -0.14 -1.14 -0.67 -74.46

J(N1-N3) -4.18 -0.04 0.03 -0.01 -4.21

J(N2-H2) -80.90 -0.20 -1.32 -0.46 -82.87

J(N4-H4) -82.31 -0.27 -0.94 -0.45 -83.97

GCG J(C6-N1) -16.48 -0.17 2.81 -0.21 -14.05 7.5

J(N1-H1) -72.61 -0.17 -0.90 -0.84 -74.51 90

J(N1-N3) -4.33 -0.04 0.04 -0.03 -4.36 5.5

J(N2-H2) -81.15 -0.22 -1.09 -0.60 -83.06 91

J(N4-H4) -82.23 -0.27 -0.83 -0.57 -83.91 86

CGCGA J(C6-N1) -16.55 -0.17 2.82 -0.21 -14.11

J(N1-H1) -72.54 -0.17 -0.88 -0.86 -74.44

J(N1-N3) -4.33 -0.04 0.04 -0.03 -4.36

J(N2-H2) -81.12 -0.22 -1.08 -0.62 -83.03

J(N4-H4) -82.20 -0.27 -0.81 -0.60 -83.88



Caṕıtulo 5

Efectos del solvente sobre

propiedades magnéticas de

fragmentos de ADN

El agua es un prerrequisito importante para la vida, y la mayoŕıa de los procesos

biológicos se producen en un ambiente acuoso. [202] La estructura y la función de las

biomoléculas están fuertemente influenciadas por sus capas de hidratación, [20,203] en

las que las interacciones más relevantes son las de los enlaces de hidrógeno. [204] El

solvente consiste en una red de moléculas de agua donde la disposición molecular es

dinámica; fluctúa debido a la excitación térmica y los EH se rompen y se vuelven

a formar en una escala de tiempo del orden de los picosegundos. [205] La capa de

moléculas de agua que rodea una molécula de ADN de cadena doble desempeña un

papel esencial en: [206,207]

Preservar la estructura del ADN. Protege la delicada estructura de doble hélice

de un exceso de calor, y proporciona una rápida y eficiente disipación de la

enerǵıa resultante de, por ejemplo, la absorción de fotones UV antes de que

estos rompan los enlaces de hidrógeno entre las bases de ADN.

Asegurar la función bioqúımica apropiada del ADN. En el procesamiento de la

84
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información genética codificada en el ADN, y en las interacciones ADN-ligando.

Sin embargo, tales procesos requieren una reorganización de las moléculas de agua

que rodean al ADN.

Según se discutió en el caṕıtulo anterior, el apilamiento de pocos pares de bases

de Watson-Crick por encima y por debajo de un par dado modifica sus paráme-

tros espectroscópicos de RMN en una cantidad tal que es posible de ser observada

experimentalmente (resultados de estudios en vaćıo).

En este caṕıtulo se evaluarán los efectos del solvente y las interacciones no covalen-

tes, como los enlaces de hidrógeno y el apilamiento π en la transmisión de propiedades

magnéticas.

5.1. Modelos empleados

El sistema principal seleccionado para esta investigación es nuevamente la doble

cadena del dodecámero de ADN de Dickerson-Drew CGCGAATTCGCG. Sin em-

bargo, en esta oportunidad, las cadenas de fosfatos y azúcares se reemplazaron por

grupos metilo a fin de simular de una manera más adecuada los efectos estéricos

producidos por los grupos a los que reemplazan, además de continuar con el mismo

criterio de reducción del costo computacional de los cálculos.

La representación expĺıcita del solvente proporciona la descripción más detallada

de las fuerzas de solvatación que actúan sobre solutos biomoleculares. Sin embargo,

debido a que el número de moléculas de solvente debe ser lo suficientemente grande

como para proporcionar al menos varias capas de solvatación, el uso de un solvente

impĺıcito puede ayudar a reproducir los efectos deseados con un menor costo compu-

tacional.

Para simular teóricamente los efectos de la hidratación se consideraron los tres

procedimientos usuales: a) solvente expĺıcito; b) solvente impĺıcito (modelo del con-

tinuo polarizable, PCM) y c) solvente expĺıcito e impĺıcito.
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El procedimiento del modelo continuo tiene una base teórica sólida, y es el más

usado en la actualidad debido principalmente a su simplicidad y al menor tiempo

de cálculo requerido. Sin embargo, los métodos discretos dan cuenta de los enla-

ces de hidrógeno expĺıcitamente y por ello pueden ser más adecuados de utilizar.

Por esta razón se adicionaron dos capas de moléculas de agua a la estructura del

dodecámero. Seguidamente sus posiciones fueron optimizadas por medio de simula-

ciones de dinámica molecular a distintos tiempos, relajando además la estructura del

dodecámero.

El fragmento elegido para llevar a cabo esta serie de estudios tiene la secuencia

CGCGA (o 12345 según se detalló en el caṕıtulo anterior). Dado que el interés está

focalizado en un sólo par como prueba o testigo de lo que ocurre en un determinado

fragmento, se eligió el par central identificado como par 3. Este par central es el mismo

para las secuencias que contienen tres y cinco pares, ya que de hecho las secuencias

más pequeñas (tres pares) se extraen del centro de los fragmentos de cinco pares. De

este modo, la secuencia GCG se corresponde con los pares 234.

Se estudiaron luego las propiedades magnéticas del par central en tres sistemas

diferentes para el fragmento CGCGA: a) cuando el par central se encuentra aislado;

b) cuando el par central se encuentra en el centro de la secuencia de tres pares y c)

cuando el par central se encuentra en el centro de cinco pares.

Con estas tres estructuras de base se confeccionaron los siguientes modelos, que

dependen del modo en que se incluye el solvente, con el propósito de estudiar sus

efectos sobre las variaciones de los apantallamientos magnéticos:

Vaćıo: Sin moléculas de agua.

S-expĺıcito: Con la red de moléculas de agua correspondiente a dos capas de

solvatación (60 moléculas de agua, manteniendo la misma red para uno, tres y

cinco pares de bases), como se representa en la Figura 5.1.

S-PCM: Con solvente impĺıcito.
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S-(expĺıcito + PCM): Con la red de moléculas de agua correspondiente a

las dos capas de solvatación (60 moléculas de agua, manteniendo la misma red

para uno, tres y cinco pares de bases), combinado con la inclusión del solvente

impĺıcito.

En relación a los acoplamientos indirectos entre espines nucleares, se evaluaron

dos tipos de acoplamientos: a) entre núcleos que pertenecen a una misma base o par

de bases, y b) entre núcleos que pertenecen a dos pares consecutivos en el apilado

dentro de un fragmento. En el primer caso, se tomó al par GC (par 2) como testigo de

lo que ocurre al adicionar pares de bases por arriba y por debajo de él. En el segundo

caso, se eligieron los núcleos de los pares GC y CG (pares 2 y 3), y el acoplamiento

entre éstos como testigos del posible efecto debido al aumento del tamaño del sistema.

En ambos casos se estudiaron tres modelos: en vaćıo, con solvente impĺıcito (PCM)

y con la red de moléculas de solvente (agua) expĺıcito.

5.2. Detalles computacionales

En primer lugar, se optimizaron tanto la geometŕıa del dodecámero como las po-

siciones de las moléculas de solvente utilizando simulaciones de dinámica molecular

clásica, según distintos tiempos de simulación. Se escogió primeramente la estructura

obtenida a 500 ps. Posteriormente se obtuvieron los distintos fragmentos de interés.

Los cálculos de apantallamiento magnético se llevaron a cabo utilizando la teoŕıa

DFT, con el conjunto de bases gaussianas 6-311++G** [208] que representa un com-

promiso entre la precisión y el costo computacional. Por tal motivo éste es el conjunto

de bases seleccionado para todos los cálculos. Se empleó el funcional B97-D [57], que

incluye correcciones por efectos de dispersión. El cálculo con el modelo del continuo

polarizable (PCM) de Tomasi se utilizó tal como se encuentra implementado en el pa-

quete de programas Dalton2016. En el caso de los acoplamientos J , se utilizó el mismo

nivel de teoŕıa que el empleado en el caṕıtulo anterior (B3LYP/6-311G(2df,2pd)).
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5.3. Apantallamientos magnéticos

Los apantallamientos de los núcleos de los átomos seleccionados pertenecientes al

par GC se presentan en la Tabla 5.1. Alĺı se resumen los resultados obtenidos con

cada uno de los modelos antes detallados, aplicados a los sistemas de uno, tres y cinco

pares.

Es preciso tener en cuenta que el efecto puro del solvente se ve reflejado única-

mente en el par GC-aislado, es decir, cuando se lo compara con el valor de apantalla-

miento de GC-aislado y en vaćıo. Los efectos del solvente y del apilamiento pueden

hallarse combinados tanto en GCG como en CGCGA. Sin embargo, los valores de

apantallamiento magnético en solvente pueden (o no) manifestar el mismo efecto del

apilamiento que en vaćıo, y por lo tanto, seguir (o no) el mismo patrón de comporta-

miento. Si este patrón no se reproduce en presencia del solvente, es decir, se modifica

el efecto provocado por el apilamiento, posiblemente sea evidencia de que el solvente

también puede afectar alguna caracteŕıstica de la interacción de apilamiento. Como

se puso de manifiesto en el caṕıtulo anterior, el efecto puro del apilamiento se verá

reflejado únicamente en los sistemas en vaćıo.

En términos generales, se pueden considerar los siguientes tres comportamientos:

a) No existe modificación de apantallamientos respecto del vaćıo. En este caso

los valores en vaćıo y en presencia del solvente coinciden para GC-aislado, GCG y

CGCGA.

b) Existe sólo efecto del solvente sobre los apantallamientos respecto del vaćıo, sin

modificar el efecto que provoca el apilamiento. En este caso, existe diferencia entre

los valores en vaćıo y en presencia del solvente, pero es la misma para GC-aislado,

GCG y para CGCGA. Por lo tanto, los valores para los sistemas con solvente (aunque

diferentes) siguen el mismo patrón de comportamiento de los sistemas en vaćıo.

c) La presencia del solvente modifica los apantallamientos respecto del vaćıo y

también modifica el efecto que provoca el apilamiento. En este caso, existe diferencia

entre los valores en vaćıo y en presencia del solvente. Sin embargo, los valores con
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solvente no siguen el mismo patrón de comportamiento de los sistemas en vaćıo.

Para lograr una mejor comprensión de los efectos producidos por el solvente, y

de esta manera poder realizar un análisis más sencillo, se graficaron los datos de la

Tabla 5.1 en las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5. La numeración de los átomos evaluados se

menciona nuevamente en la Figura 5.2.

Figura 5.2: Estructura del par guanina-citosina.

5.3.1. Solvente expĺıcito

En primer lugar, se analiza el comportamiento de los apantallamientos en el mo-

delo con moléculas de agua incluidas de manera expĺıcita (“Red-H2O” en las figuras),

siendo los parámetros de comparación los valores para los sistemas en vaćıo. A simple

vista se observa que la presencia del solvente modifica los apantallamientos magnéti-

cos en los tres sistemas estudiados respecto al vaćıo. Sin embargo, en ĺıneas generales

exhiben tendencias muy similares a este último al pasar de considerar el par GC aisla-

do a los fragmentos GCG y CGCGA. Como excepciones a este patrón se encuentran

los apantallamientos de los carbonos C2 y C6 de guanina (a partir de ahora identi-

ficados con la notación C2-G y C6-G, respectivamente) y el carbono C2 de citosina

(C2-C).
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ĺı
ci

to
e

im
p
ĺı
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ćı
o,

co
n

so
lv

en
te

ex
p
ĺı
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El caso en el cual no existe efecto de solvente (menor al 1 %) en los tres sistemas

corresponde evidentemente a N1-G. También puede observarse esta situación para

el apantallamiento en otros átomos, aunque no en los tres sistemas. Por ejemplo el

apantallamiento para el átomo de hidrógeno H2-G no se ve afectado por la presencia

del solvente en GC-aislado. Del mismo modo ocurre con los átomos de carbono C2-G

y C6-G. No obstante estos carbonos también exhiben este patrón en CGCGA, luego

de experimentar un cambio de apantallamiento en el fragmento GCG. Claramente se

observa que los comportamientos de los nitrógenos de guanina (N1- G y N2-G) son

similares entre śı, y a la vez opuestos a los de citosina (N3-C y N4-C). Además, como

ya se hab́ıa observado, los apantallamientos de los átomos de hidrógeno exhiben las

mismas tendencias de los nitrógenos a los cuales se hallan enlazados. Más allá de estas

coincidencias, los hidrógenos que participan de interacciones por enlace de hidrógeno

reflejan no sólo la influencia del solvente sobre sus apantallamientos respecto del vaćıo,

sino también sobre las interacciones de apilamiento, puesto que los valores exhibidos

no siguen el mismo patrón de comportamiento de los sistemas en vaćıo.

Otro efecto curioso se observa en los nitrógenos e hidrógenos más externos, y por

tanto, más expuestos a las interacciones con moléculas de agua cercanas. Mientras

los átomos de nitrógeno N2-G y N4-C se desapantallan con el solvente, los átomos de

hidrógeno H2-G y H4-C unidos a ellos se encuentran más apantallados respecto del

vaćıo.

Es preciso aclarar que en todos los casos, como puede observarse, el solvente

modifica el efecto que produce la interacción de apilamiento, modificando los patrones

que siguen los apantallamientos de los sistemas en vaćıo al sumar pares de bases por

encima y por debajo del par testigo. Sin embargo, en ciertas ocasiones los porcentajes

de variación son tan reducidos que permiten hacer la segunda generalización arriba

mencionada y aseverar que sólo existe efecto del solvente sobre apantallamientos

sin modificar el efecto del apilamiento sobre los apantallamientos. Son ejemplos de

ello N2-G, N4-C y H’4-C, con procentajes de desapantallamiento de -4 %, -7 % y -13 %

respectivamente (aqúı se emplearán signos positivos y negativos para indicar aumento
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o disminución del apantallamiento).

Se analizan a continuación los casos en los que la presencia del solvente afecta la

interacción de apilamiento. En cuanto a los nitrógenos, N3-C exhibe un comporta-

miento diferente para los fragmentos GCG y CGCGA. En vaćıo, la disminución del

apantallamiento en CGCGA representa el -8 % (-2.33 ppm respecto de GC-aislado),

lo que, como ya se mencionó, corresponde sólo al efecto de apilado. Al considerar

las moléculas de agua se evidencia un aumento de +9 % (+3.19 ppm). Sin embargo

el efecto combinado tanto de solvente como de apilamiento da un total de +54 %

(+14.15 ppm) de cambio del apantallamiento respecto del fragmento CGCGA en

vaćıo (y de 41 % respecto a GC-aislado en vaćıo).

En los apantallamientos de los hidrógenos el solvente produce cambios de hasta

un 12 %, como es el caso de H’4-C. Este hidrógeno junto a H’2-G (con un cambio de

4 %) respresentan los hidrógenos que más se ven afectados por la influencia de las

moléculas de agua. Es preciso destacar otras caracteŕısticas compartidas: a) ambos

hidrógenos se ubican en las regiones más cercanas al solvente, y b) los valores de

cambio antes reportados corresponden a desapantallamientos en el par GC-aislado.

Dado que en ambos casos la presencia del solvente ocasiona desapantallamiento,

se puede tomar este hecho como indicio de la existencia de enlaces de hidrógeno entre

estos hidrógenos y las moléculas de agua circundantes. El análisis de los efectos del

apilamiento debe hacerse entre los fragmentos GC-aislado y GCG por un lado, y entre

los fragmentos GCG y CGCGA por otro. En el primer tramo, para H1-G, H2-G y

H4-C en el fragmento GCG se produce una variación de -2 %, -2 % y +3 % en vaćıo;

y de -3, -0.7 y +1 % con solvente, respectivamente. Esto representa un aumento del

efecto de apilado de 1.21 % para H4-C. Los efectos combinados totalizan 3 %, 1 %

y 2 %. Para el segundo tramo, H1-G y H4-C con solvente tienden a disminuir las

diferencias de apantallamiento respecto al vaćıo. Aún aśı, se observan variaciones

sobre el efecto que genera el apilamiento. Por el contrario H2-G tiende a alejarse del

valor que presenta en el fragmento CGCGA en vaćıo (+2 % con solvente).

En general, se observa similitud en el comportamiento de carbonos en presencia
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de solvente cuando pertenecen a una misma base. En guanina el efecto combinado del

solvente y del apilamiento se puede observar en el apantallamiento de los carbonos

C2-G y C6-G en el fragmento GCG. Las variaciones en conjunto suman 14 % y 6 %

en cada caso. El porcentaje de cambio tan elevado del apantallamiento del carbono

C2-G en este fragmento se debe básicamente a que, mientras en vaćıo el apilamiento

produce disminución de los valores de los apantallamientos, con solvente este efecto

se invierte. Además del cambio de tendencia, el efecto del apilamiento se potenció en

6 % para C2-G. En C6-G el solvente produce incremento del efecto del apilamiento

de 4 %. En citosina, C4-C experimenta el mayor cambio en el par GC-aislado (11 %),

con una diferencia en el efecto del apilamiento de 2 % en el fragmento GCG y 5 % en

el fragmento CGCGA respecto al vaćıo. En el caso de C2-C, la variación del efecto de

apilamiento es de 2 % en GCG (siendo el sentido de cambio opuesto al vaćıo) y de 2 %

en CGCGA (lo que representa un incremento del efecto del apilamiento), alcanzando

los efectos combinados un aumento de apantallamiento de 7 % en este último caso.

Los átomos de ox́ıgeno, por su mayor cercańıa a las moléculas de agua (y por

lo tanto a interacciones por enlaces de hidrógeno con ellas), experimentan grandes

cambios en sus valores de apantallamiento. En ambos casos analizados, se encuentran

más apantallados en los sistemas hidratados. Para O2-C las diferencias son de hasta

373 % (o 36.9 ppm) en CGCGA respecto al vaćıo. Por su parte en O6-G la diferencia

alcanza un 198 % (o 20 ppm) en el fragmento GCG. Sólo este último se ve afectado por

el apilamiento. En el primer tramo (es decir, entre GC-aislado y el fragmento GCG),

las variaciones de apantallamiento son 68 % en vaćıo y 31 % con solvente (38 % de

diferencia en el efecto de apilamiento). En el segundo tramo (entre GCG y CGCGA),

los apantallamientos vaŕıan 38 % en vaćıo y 22 % con solvente (16 % de diferencia en

el efecto de apilamiento).

5.3.2. Solvente impĺıcito

Los valores de los apantallamientos para los sistemas GC-aislado, GCG y CGCGA

usando el modelo de solvente impĺıcito, están representados por “PCM” y “Red-H2O
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+ PCM” en las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5. Empleando únicamente el modelo de solvente

impĺıcito, se esperaŕıa que el comportamiento de los apantallamientos reproduzca

lo exhibido por la presencia de moléculas de agua expĺıcitas. Sin embargo, esto no

ocurre. En general, sigue las conductas de los sistemas en vaćıo, principalmente entre

los fragmentos GCG y CGCGA, y sus valores difieren muy poco de éstos.

Otro comportamiento generalizado es el siguiente: mientras en presencia de sol-

vente expĺıcito se producen cambios en un sentido (desapantallamiento, por ejemplo),

la presencia de solvente impĺıcito PCM introduce cambios en el sentido opuesto (es

decir, hacia valores más apantallados). Son ejemplo de ello: N2-G, N4-C, C2-G, C2-C y

C6-G. Un efecto fácilmente observable, es el que tiene que ver con la mayor diferencia

que existe respecto de los valores en vaćıo para el par GC-aislado. Esta diferencia se

debe a que PCM modela al solvente como si fuera una distribución de carga aparente

en la superficie de una cavidad en la que se ubica al sistema de interés. Por lo tanto

en este caso el par GC-aislado se halla completamente “rodeado del solvente”. La

presencia de esta distribución de carga por encima y por debajo del par aislado es la

responsable de la diferencias mencionadas. Es necesario destacar que la presencia del

solvente simulado por encima y debajo de los sistemas estudiados también alcanza a

los fragmentos GCG y CGCGA. No obstante, sus efectos se ven poco reflejados en

los valores de apantallamiento dado que el par central (sobre el cual se efectúan las

determinaciones de apantallamiento) queda aislado de su influencia.

El modelado del solvente a partir del uso combinado de moléculas expĺıcitas y

solvente impĺıcito (Red-H2O + PCM, en las figuras), es el más adecuado, pues tiene

en cuenta al mismo tiempo las interacciones producidas entre el sistema de interés

y las moléculas de agua (como enlaces de hidrógeno), y las ventajas ofrecidas por

un modelo de solvente continuo. De las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5 se desprende que este

modelo no aporta diferencias apreciables al correspondiente con solvente expĺıcito,

principalmente entre los fragmentos GCG y CGCGA. Del mismo modo que en el caso

del modelo impĺıcito, los valores de apantallamientos difieren mayormente respecto de

aquellos con solvente expĺıcito en el par GC-aislado. Las razones para esta conducta
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son las mismas que las explicadas para el modelo impĺıcito. Es preciso recordar que

el modelo del solvente expĺıcito consiste en una red ciĺındrica de moléculas de agua,

la cual se conserva en los tres sistemas: GC-aislado, GCG y CGCGA. Al modelar

los dos tipos de solvente que actúan de manera conjunta, se procede a ubicar a cada

uno de los sistemas junto a la red de moléculas de agua en la cavidad del solvente

simulado por PCM. Sin embargo, cuando se trata del par GC-aislado junto a la red

de moléculas de agua, se producen dos cavidades, en la que una de ellas corresponde

a la parte del cilindro con moléculas de agua que no es ocupado por los otros pares,

como śı ocurre con GCG (en el cual también se produce una segunda cavidad) y

CGCGA. Por lo tanto, PCM simula el solvente también por encima y por debajo de

los pares (lo que no ocurre con el solvente expĺıcito), aunque el efecto es más marcado

en el par GC-aislado.

Otro aspecto a tener en cuenta es que el uso combinado de solvente expĺıcito e

impĺıcito representa un incremento de alrededor del 25 % en los tiempos de cálculo

respecto al uso del modelo expĺıcito, cuando se lo evalúa para el fragmento CGCGA.

5.4. Acoplamientos indirectos entre núcleos de áto-

mos de un mismo par

Se estudiaron los acoplamientos indirectos entre espines nucleares que pertenecen

al mismo par guanina-citosina. En esta oportunidad se tomó al par 2 como testigo

de lo que ocurre con el apilamiento, usando los modelos PCM y de solvente expĺıcito.

Debido a que los sistemas se complejizan en dos sentidos, primero cambiando el

entorno con el solvente y luego con el número de pares de bases considerado, el

análisis se desarrolla según esos dos aspectos. En la Tabla 5.2 se presentan los valores

calculados según esas dos variantes. Para este estudio se utilizó un procedimiento

diferente al empleado en el caṕıtulo 4, en lo que refiere a la secuencia de agregado de

pares por encima y por debajo del par testigo. Por simplicidad, los pares incluidos en

cada sistema se encuentran numerados en la Tabla 5.2.
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Del mismo modo que en el caṕıtulo anterior, los núcleos evaluados en vaćıo no

exhiben cambios apreciables en sus acoplamientos al aumentar el número de pares

de bases apiladas (las diferencias rondan el 1 % en algunos casos). Frente al solvente

impĺıcito, sólo J(N1-C2) experimenta incrementos de valor en todos los sistemas (al-

rededor de +4 %). El resto de los acoplamientos exhibe reducciones en sus valores.

hJ(N1-N3) para el sistema 2-3, por ejemplo, alcanza un -5 %. Al evaluar el efecto sobre

el apilado de bases, es preciso hacer notar dos series de valores, según se agregue o no

el par 1. Si bien los cambios son poco significativos, se puede percibir una tendencia

hacia la reducción del valor de los acoplamientos en función del aumento de pares.

Sin duda los resultados más interesantes surgen al estudiar los acoplamientos para

fragmentos con solvente expĺıcito. Respecto al vaćıo, se pueden encontrar diferencias

que superan el -7 %, como ocurre con J(H1-N3) y J(C2-N2) para los sistemas 2-3 y 2-3-

4. Para 1-2-3, J(H1-N3) vaŕıa en un -5 %, mientras que J(C2-N2) vaŕıa un -8 %. En 1-2-

3-4-5 (CGCGA) J(H1-N3) vaŕıa un +25 % (casi 1 Hz de diferencia) y J(N1-C2) supera

el +39 % (4.85 Hz de diferencia). Los valores de los acoplamientos correspondientes

a los sistemas 2-3-4-5 y 1-2-3-4 arrojaron valores anormalmente elevados, debido

probablemente a inestabilidades que pueden surgir en este tipo de cálculos, y por

esa razón no fueron considerados. El análisis del apilamiento de bases revela que la

presencia del solvente potencia su efecto sobre los acoplamientos. De la comparación

de los acoplamientos para el par 2 aislado con respecto a los acoplamientos cuando el

sistema está compuesto por cinco pares de bases, surgen porcentajes de cambio que

alcanzan el +30 % para J(H1-N3) (1.13 Hz de diferencia), +39 % para J(N1-C2) (4.78

Hz de diferencia) y +5 % para J(C2-N2). Al sumar un par más (par 6), el sistema

1-2-3-4-5-6 presenta valores que se asemejan a los del par 2 aislado.
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5.5. Acoplamientos indirectos entre núcleos de áto-

mos de pares apilados

Como era de esperar, los valores de J para este tipo de estudios son muy pequeños

pues se trata de acoplamientos a través del espacio entre espines nucleares (through-

space indirect spin–spin couplings) separados por distancias mayores a 3 Å. Es decir,

los núcleos no están unidos por enlaces covalentes o interacciones no covalentes como

el enlace de hidrógeno. Por lo tanto aqúı se evalúa el acoplamiento a través de las

interacciones de apilamiento, y cómo afecta a sus valores la presencia del solvente.

En la Tabla 5.3 se presentan los resultados de los cálculos realizados.

En vaćıo sólo puede evaluarse la influencia del apilamiento sobre los valores de

acoplamiento. Si bien los valores absolutos son pequeños, las magnitudes de los cam-

bios producidos son muy significativos. J(N1-N’3), sólo con la adición del par cuatro

(es decir, en 2-3-4) ya experimenta un incremento de +6 %; y la diferencia llega hasta

-8 % en 1-2-3-4. Para el acoplamiento J(C2-C’2) en 2-3-4, se observa una diferencia

respecto del valor del acoplamiento en 2-3 de +17 % (0.01 Hz de diferencia), pudiendo

superar el +21 % en 1-2-3-4-5 (0.02 Hz de diferencia). Por su parte J(N2-O’2), alcan-

za una variación de -9 % en 1-2-3, que luego se reduce a -9 % en 1-2-3-4-5. Es muy

llamativo el comportamiento de J(H1-H’1), pues el aumento progresivo del número

de pares de bases en los sistemas provoca el aumento progresivo de los acoplamien-

tos, lo que en términos porcentuales representa un +6 % en 2-3-4 y hasta +15 % en

1-2-3-4-5 (0.06 Hz de diferencia). Es de destacar la gran influencia que tiene el par 1

en los cambios que se producen, ya que mientras 2-3-4 manifiesta una variación del

acoplamiento de +6 %, 1-2-3 produce una variación del +11 % (o 0.04 Hz), es decir,

el doble de la primera. Del mismo modo ocurre con los fragmentos 2-3-4-5 (+7 %)

y 1-2-3-4 (0.06 Hz o +14 % de diferencia), teniendo ambos sistemas cuatro pares de

bases.
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Cuando se utiliza el modelo PCM de solvente, los valores de acoplamientos ex-

perimentan leves incrementos en general con variaciones que pueden rondar el +4 %

(por ejemplo para J(N2-O’2)). Sin embargo, al evaluar su influencia sobre el efecto de

apilamiento puede apreciarse una pequeña reducción de los porcentajes de variación

respecto a los valores en vaćıo. No obstante, en términos generales se sostienen los

mismos patrones; particularmente en el acoplamiento J(H1-H’1).

Por las razones arriba mencionadas, no se incluyeron en la Tabla 5.3 los valores

de acoplamientos correspondientes a los sistemas 1-2-3-4 y 1-2-3-4-5 para el modelo

de solvente expĺıcito. Comparados con sus valores en vaćıo, los acoplamientos en

presencia del solvente expĺıcito, de manera generalizada, presentan incrementos para

J(C2-C’2) y J(H1-H’1), y reducciones para J(N1-N’3) y J(N2-O’2). El acoplamiento

J(C2-C’2) para los pares 2 y 3 (sistema 2-3) sufre un incremento de +18 % (o 0.02

Hz), y J(H1-H’1) de +10 % (o 0.04 Hz). Por su lado J(N2-O’2) se reduce -13 % (o

0.04 Hz). En 2-3-4, el acoplamiento J(N1-N’3) se reduce -18 % (o 0.02 Hz). En cuanto

al efecto de apilamiento, solamente puede analizarse lo que sucede con los sistemas

2-3-4 y 1-2-3. Con la excepción de J(N1-N’3) para 2-3-4, el resto de los valores del

acoplamiento J manifiestan reducciones debidas al efecto de apilamiento (comparados

con los apilamientos que se daban en vaćıo). Por ejemplo, J(C2-C’2) en 2-3-4 mostraba

una variación del acoplamiento de +17 % en vaćıo; sin embargo, con solvente expĺıcito

la variación se reduce a -5 %. La diferencia en los signos hace referencia a que, mientras

en el primer caso se produce el aumento del acoplamiento, en el segundo se da la

reducción al pasar del sistema 2-3 al 2-3-4.

Entonces se puede afirmar la existencia de los acoplamientos indirectos entre

núcleos que pertenecen a dos pares de bases que se encuentran bajo la influencia

de una interacción de apilamiento π. Además, el efecto de esta interacción puede

experimentar variaciones debidas a la adición de pares de bases nitrogenadas por en-

cima y por debajo del par elegido como testigo, y en este sentido, los acoplamientos

J demuestran ser sensibles a estas variaciones.

Por otro lado, la presencia del solvente expĺıcito también produce cambios que
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pueden verse reflejados en los valores de acoplamiento, no sólo para cada sistema

en particular (es decir, al comparar, por ejemplo, el sistema 2-3 en vaćıo y 2-3 con

solvente) sino también entre sistemas que se encuentran ya sea en vaćıo o con solvente.

De esta manera, el solvente ejerce una influencia que puede ser observable sobre el

efecto de apilamiento.

En una investigación muy reciente con otro tipo de compuestos en vaćıo, Malkina y

colaboradores [209] confirmaron la existencia de acoplamiento entre hidrógenos a través

del espacio (separados por una distancia de 2.68 Å) de forma teórica y experimental.

En sus cálculos se empleó un nivel de teoŕıa DFT B3LYP/IGLO-III, obteniendo un

valor para J(H-H’) = 0.62 Hz, valor muy cercano al experimental para las especies

estudiadas.



Conclusiones y perspectivas

Los desarrollos recientes sobre el modelado de moléculas de tamaño mediano con

alta precisión, hacen a que se puedan encarar nuevos estudios que permitan ampliar

el conocimiento sobre propiedades magnéticas en fragmentos moleculares de ADN.

En el marco de esta tesis doctoral se estudiaron las posibles influencias del apilado

sobre las propiedades magnéticas de los átomos que pertenecen a pares de bases en

un fragmento de ADN tanto en vaćıo como en presencia de moléculas de agua como

solvente. Por esta razón, se centraron los estudios en los parámetros espectroscópicos

de la RMN de dichos pares de bases, dado que estos parámetros son muy sensibles a los

efectos electrónicos del medio ambiente y, al mismo tiempo, suelen ser de naturaleza

local.

Los fragmentos de moléculas de ADN estudiados son más ricos en pares de AT

o GC. Demostramos que hay algunos núcleos que pertenecen a esos fragmentos de

ADN cuyas propiedades magnéticas pueden usarse como una sonda confiable de po-

sibles nuevos efectos electrónicos. Estos efectos tienen entre sus fuentes, tanto los

enlaces de hidrógeno como las interacciones de apilamiento, además de la disposición

geométrica de todos los pares de bases en el fragmento. Se analizó cuán importante

es el efecto de acumular varios pares de bases por encima y por debajo de un par

central, tomándolo a éste como testigo y usando sus átomos como receptores de la

influencia magnética del ambiente. Esas interacciones modifican los parámetros es-

pectroscópicos de RMN en una cantidad pequeña pero no despreciable, por lo que

son factibles de ser observadas mediante RMN de alta precisión.

En todos los casos estudiados sin ningún tipo de solvente (vaćıo) se encontró

106
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que los apantallamientos magnéticos son más sensibles que los acoplamientos J a los

cambios en la vecindad del par de bases central. Se encontró un patrón claro para los

apantallamientos: a) los átomos equivalentes en cualquiera de los monómeros similares

(digamos timina y citosina) tienen valores equivalentes de apantallamientos cuando

están apareados (AT y GC, respectivamente), y el patrón de variaciones también es

similar; b) el apantallamiento de los hidrógenos es más sensible al apilamiento que los

átomos distintos de hidrógeno, lo que significa que vaŕıan un porcentaje que puede

ser del orden del 5 % cuando se pasa de un fragmento de tres pares a un fragmento

con cinco pares.

Un hallazgo interesante tiene que ver con la importancia de la influencia del

apilamiento en los apantallamientos magnéticos de la RMN de nitrógenos que son

donadores en EH y los carbonos que están unidos a ellos. Se encontró que el apan-

tallamiento de esos átomos vaŕıa entre el 2 % y el 5 % cuando se consideran en el

par aislado y luego, cuando pertenecen a algunos de los fragmentos. Si se comparan

los apantallamientos de esos átomos de nitrógeno cuando pertenecen a algunos de

los dos fragmentos (que contienen tres o cinco pares), no se observa esa diferencia.

Este hecho respalda la hipótesis de que el apilamiento śı afecta el apantallamiento de

nitrógenos que son donadores de EH y al apantallamiento de los carbonos unidos a

ellos.

Otro hallazgo importante de estos estudios fue el hecho de que, para el conjunto

de átomos estudiados (se puede considerar que representan a todos los demás en

timina) y para ambos parámetros espectroscópicos de RMN, el conjunto de bases cc-

pVTZ no es lo suficientemente adecuado para la reproducción de efectos magnéticos

pequeños en fragmentos de ADN. Se debe usar un conjunto de bases más grande (más

adecuado) si se quieren obtener propiedades magnéticas precisas y confiables.

Por otro lado, se encontró una relación entre la proporción de desapantallamiento

del átomo de hidrógeno que se produce en la formación de los pares AT y GC, y

la fortaleza relativa del EH en el que participa. Esta relación puede ser de utilidad

en los casos en que se establecen varios enlaces de hidrógeno entre dos monómeros,
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permitiendo definir un orden de éstos en función de su fortaleza relativa.

Con el objeto de evaluar con mayor profundidad la manera en que las condiciones

del medio afectan a los parámetros espectroscópicos, se estudiaron las propiedades

magnéticas arriba mencionadas para fragmentos de ADN en presencia de un solvente.

El análisis realizado no sólo incluye el estudio de los efectos debidos a la simple

adición del solvente, sino también los efectos conjuntos que incluyen los asociados

al apilamiento de pares de bases. El solvente elegido en este trabajo fue el agua

y su inclusión se puso en práctica mediante tres modelos: de manera expĺıcita, de

manera impĺıcita empleando el modelo PCM y de manera mixta, siendo esta última

la combinación del modelo expĺıcito y el modelo impĺıcito.

Para los apantallamientos magnéticos de los átomos de los fragmentos embebi-

dos en solvente expĺıcito, se pueden encontrar tres comportamientos generales de las

especies analizadas:

a) No existe modificación de apantallamientos respecto del vaćıo. En este caso

los valores en vaćıo y en presencia del solvente coinciden para GC-aislado, GCG y

CGCGA.

b) Existe sólo efecto del solvente sobre los apantallamientos respecto del vaćıo, sin

modificar el efecto que provoca el apilamiento. En este caso, existe diferencia entre

los valores en vaćıo y en presencia del solvente, pero es la misma para GC-aislado,

GCG y para CGCGA. Por lo tanto, los valores para los sistemas con solvente (aunque

diferentes) siguen el mismo patrón de comportamiento de los sistemas en vaćıo.

c) La presencia del solvente modifica los apantallamientos respecto del vaćıo y

también modifica el efecto que provoca el apilamiento. En este caso, existe diferen-

cia entre los valores en vaćıo y aquellos en presencia del solvente. Sin embargo, los

valores de los apantallamientos cuando existe solvente no siguen el mismo patrón de

comportamiento que aquellos obtenidos cuando no se incluye al solvente.

De todos estos comportamientos posibles, el c) es el que aporta los datos más in-

teresantes. Por ejemplo, para el nitrógeno N3-C el efecto combinado tanto del solvente

como del apilamiento da un total de +54 % (+14.15 ppm) de cambio del apantalla-
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miento respecto del fragmento CGCGA en vaćıo (y 41 % respecto a GC-aislado en

vaćıo). Para los carbonos C2-G y C6-G en el fragmento GCG, las variaciones en con-

junto suman 14 % y 6 % en cada caso, lo que representa un incremento del efecto de

apilamiento de 6 % y de 4 % respectivamente. En citosina, para el carbono C2-C, la

variación del efecto de apilamiento es de 2 % en CGCGA (lo que representa un in-

cremento del efecto del apilamiento), alcanzando los efectos combinados un aumento

de apantallamiento de 7 %. Los ox́ıgenos, por su mayor cercańıa a las moléculas de

agua (y por lo tanto a interacciones por enlaces de hidrógeno con ellas), experimentan

grandes cambios en sus valores de apantallamiento. En ambos casos analizados, se

encuentran más apantallados en los sistemas hidratados. Sólo el ox́ıgeno O6-G se ve

afectado por el apilamiento. En el primer tramo (es decir, entre GC-aislado y el frag-

mento GCG), las variaciones de apantallamiento son de 69 % en vaćıo y de 31 % con

solvente (38 % de diferencia en el efecto de apilamiento). En el segundo tramo (en-

tre GCG y CGCGA), los apantallamientos vaŕıan 38 % en vaćıo y 22 % con solvente

(16 % de diferencia en el efecto de apilamiento).

Mediante el empleo del modelo de solvente impĺıcito PCM, podŕıa esperarse que

el comportamiento de los apantallamientos reproduzca lo exhibido por la presencia

expĺıcita de moléculas de agua. Sin embargo, esto no ocurre. En general, el com-

portamiento de los apantallamientos sigue las conductas de los sistemas en vaćıo,

principalmente entre los fragmentos GCG y CGCGA, y sus valores difieren muy po-

co de éstos. Por su parte, el modelo de solvente que hace uso de moléculas de agua

expĺıcitas y de solvente impĺıcito es el más adecuado, pues tiene en cuenta al mismo

tiempo las interacciones producidas entre el sistema de interés y las moléculas de agua

(como enlaces de hidrógeno), y las ventajas ofrecidas por un modelo de solvente con-

tinuo. Sin embargo, de los estudios realizados se desprende que este modelo no aporta

diferencias apreciables al correspondiente con solvente expĺıcito, principalmente entre

los fragmentos GCG y CGCGA, aunque representa un incremento de alrededor del

25 % en los tiempos de cálculo respecto al uso del modelo expĺıcito, cuando se lo

evalúa para el fragmento CGCGA.
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Se estudiaron las conductas de los acoplamientos indirectos entre espines nucleares

que pertenecen al mismo par guanina-citosina con la inclusión de solvente por un

lado y con el apilamiento en presencia de solvente por otro. Se emplearon los modelos

PCM y de solvente expĺıcito. El procedimiento de agregado de pares por encima y

por debajo del par testigo fue diferente al empleado en el caṕıtulo 4. Nuevamente,

los núcleos evaluados en vaćıo no exhiben cambios apreciables en sus acoplamientos

al aumentar el número de pares de bases apiladas. Frente al solvente impĺıcito, sólo

J(N1-C2) experimenta incrementos de valor en todos los sistemas (alrededor de +4 %).

Si bien los cambios son poco significativos, se puede percibir una tendencia hacia la

disminución del valor de los acoplamientos en función del aumento de pares de bases.

La inclusión del solvente expĺıcito afecta los acoplamientos en el par testigo para

todos los sistemas al compararlos con el vaćıo. Se encuentran diferencias que superan

el -7 %, como ocurre con J(H1-N3) y J(C2-N2) para los sistemas 2-3 y 2-3-4. Para

1-2-3, J(H1-N3) alcanza un -5 %, mientras que J(C2-N2) vaŕıa un -8 %. En 1-2-3-4-

5 (CGCGA) J(H1-N3) vaŕıa un +25 % (casi 1 Hz de diferencia) y J(N1-C2) supera

el +39 % (4.85 Hz de diferencia). El análisis del apilamiento de bases revela que la

presencia del solvente potencia su efecto sobre los acoplamientos. De la comparación

de los acoplamientos para el par 2 aislado con respecto a los acoplamientos cuando el

sistema está compuesto por cinco pares de bases, surgen porcentajes de cambio que

alcanzan el +30 % para J(H1-N3) (1.13 Hz de diferencia), +39 % para J(N1-C2) (4.78

Hz de diferencia) y +5 % para J(C2-N2). Sin embargo, al sumar un par más (par 6),

el sistema 1-2-3-4-5-6 presenta valores que se asemejan a los del par 2 aislado.

Por primera vez se determinaron los acoplamientos indirectos entre núcleos que

pertenecen a dos pares de bases que se encuentran bajo la influencia de una interacción

de apilamiento π. Se comprobó que el efecto de esta interacción puede experimentar

variaciones debidas a la adición de pares de bases nitrogenadas por encima y por

debajo del par elegido como testigo en vaćıo, y en este sentido, los acoplamientos

J demuestran ser sensibles a estas variaciones. Por su lado, la presencia del solvente

expĺıcito también produce cambios que se ven reflejados en los valores de acoplamien-
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to, no sólo para cada sistema en particular comparado con los valores en vaćıo, sino

también durante el proceso de adición de pares de bases. De esta manera, el solvente

también influye sobre el efecto de apilamiento.

A la luz de los resultados obtenidos a partir de esta serie de estudios, surgen

cuestiones que requerirán un abordaje posterior. Entre ellos, será necesario buscar

alternativas para el cálculo de acoplamientos indirectos entre núcleos que pertenecen

a dos pares de bases apilados, sin la generación de inestabilidades que lleven a la

obtención de resultados anormales. Por otro lado, a fin de corroborar las tendencias

encontradas al incluir el solvente de modo expĺıcito, será preciso realizar estudios

cambiando el o los pares empleados como testigos de las variaciones de los parámetros

espectroscópicos evaluados, aśı como el número de pares que se adicionen por encima

y debajo de ellos. Además, debido a que nuestros estudios sobre los efectos del solvente

se realizaron únicamente para fragmentos con secuencias ricas en pares GC, el empleo

de secuencias ricas en AT podŕıa aportar información adicional complementaria.

Existen dos sistemas que resultan de particular interés y que serán objeto de

investigaciones posteriores, puesto que involucran interacciones no covalentes como

el efecto de apilamiento y bases de ácidos nucleicos. El primero de ellos tiene que

ver con las regiones teloméricas con secuencias ricas en guanina, las cuales pueden

ensamblarse en estructuras apiladas de cuatro guaninas (tétradas de guanina). Un

papel biológico crucial de las tétradas radica en su actividad reguladora de las enzimas

telomerasas. El segundo de ellos se relaciona con moléculas aromáticas polićıclicas

planares, las que tienen la habilidad de insertarse o intercalarse entre dos pares de

bases consecutivos, los cuales tienen una actividad antitumoral. En ambos casos no

está claro el tipo de interacciones que se establece, por lo que estudios basados en

los cálculos teóricos de los parámetros espectroscópicos de la RMN podŕıan ayudar a

dilucidar estas cuestiones.
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[172] S. Yanagisawa, P. B. Crowley, S. J. Firbank, A. T. Lawler, D. M. Hunter, W.

McFarlane, C. Li, T. Kohzuma, M. J. Banfield y C. Dennison. J. Am. Chem.

Soc., 130:15420–15428, 2008.



BIBLIOGRAFÍA 124
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